Untersuchung der relativen Serum-Trisialotransferrin-Konzentration als möglicher prädiktiver Biomarker für hepatozelluläre Dedifferenzierung bei chronisch fibrogener Lebererkrankung by Jafari, Shadi
  
 
 
  
 
 
 
 
Untersuchung der relativen Serum-Trisialotransferrin-Konzentration als 
möglicher prädiktiver Biomarker für hepatozelluläre Dedifferenzierung bei 
chronisch fibrogener Lebererkrankung 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Shadi Jafari
  
 
 
  
 
 
Untersuchung der relativen Serum-Trisialotransferrin-
Konzentration als möglicher prädiktiver Biomarker für 
hepatozelluläre Dedifferenzierung bei chronisch 
fibrogener Lebererkrankung 
 
 
 
Von der Medizinischen Fakultät  
der Rheinisch-Westfälischen Technischen Hochschule Aachen  
zur Erlangung des akademischen Grades  
einer Doktorin der Zahnmedizin 
genehmigte Dissertation 
 
 
 
 
vorgelegt von 
Shadi Jafari 
aus Teheran (Iran) 
 
 
 
 
Berichter: Herr Privatdozent 
  Dr. med. Olav A. Gressner 
  Frau Universitätsprofessorin 
  Dr. med. Ruth Knüchel-Clarke 
 
Tag der mündlichen Prüfung: 30. November 2009 
 
 
Diese Dissertation ist auf den Internetseiten der Hochschulbibliothek online verfügbar
  
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Meinen Eltern 
und 
Meinem Verlobten 
 
   
   
 
  
 
 
Inhaltsverzeichnis 
1. Einleitung................................................................................................... 1 
1.1. Anatomie der Leber ..................................................................................................... 1 
1.1.1. Makroskopische Anatomie............................................................................................. 1 
1.1.2. Mikroskopische Anatomie.............................................................................................. 3 
Lebersegmente ............................................................................................................... 3 
Feinbau ........................................................................................................................... 3 
1.2. Physiologie der Leber................................................................................................... 6 
1.2.1. Allgemeine Physiologie.................................................................................................. 6 
Die Leber als zentrales Stoffwechselorgan: ................................................................... 6 
Entgiftungsmechanismen: .............................................................................................. 6 
Hormonstoffwechsel ...................................................................................................... 7 
Die Leber als exkretorisches Organ ............................................................................... 8 
Die Leber als Speicherorgan .......................................................................................... 8 
Abwehrfunktion ............................................................................................................. 8 
Regulation des Säure-Basen-Haushaltes........................................................................ 8 
1.3. Pathologie der Leber .................................................................................................. 10 
1.3.1. Hepatitiden ................................................................................................................... 10 
1.3.2. Akute Hepatitis............................................................................................................. 12 
   
   
 
  
 
 
1.3.3. Chronische Hepatitis .................................................................................................... 13 
1.3.4. Fibrose .......................................................................................................................... 17 
1.3.5. Pathophysiologie der Leberfibrose............................................................................... 19 
1.3.6. Epithelial-mesenchymale Transition (EMT)................................................................ 21 
1.4. Transferrine ................................................................................................................ 24 
1.4.1. Aufbau .......................................................................................................................... 24 
1.4.2. Mikroheterogenität der humanen Serumtransferrine.................................................... 25 
1.4.3. Kohlenhydrat-defiziente Transferrine .......................................................................... 28 
1.4.4. Einordnung der Trisialotransferrine und diagnostischer Stellenwert ........................... 30 
1.5. Methodische Grundlagen........................................................................................... 33 
1.5.1. Chromatographische Bestimmung von CDT mittels Hochleistungsflüssigkeits-
Chromatographie (HPLC) ............................................................................................ 33 
1.5.2. Detektoren .................................................................................................................... 37 
1.5.3. Grundlagen des Chromatogramms ............................................................................... 37 
2. Zielsetzung ............................................................................................... 39 
3. Material und Methoden.......................................................................... 40 
3.1. Probenmaterial ........................................................................................................... 40 
3.1.1. Gruppe 1 (Normalkollektiv) ......................................................................................... 41 
3.1.2. Gruppe 2 (Tumorpatienten).......................................................................................... 42 
3.1.3. Gruppe 3 (Patienten mit Leberfibrose)......................................................................... 42 
   
   
 
  
 
 
3.1.4. Gruppe 4 (Normalkollektiv, China) ............................................................................. 44 
3.1.5. Gruppe 5 (Patienten mit hepatozellulärem Karzinom, China) ..................................... 44 
3.2. Probenvorbereitung (Präanalytik und Diagnosestellung) ...................................... 45 
3.2.1. Blutprobengewinnung .................................................................................................. 45 
3.2.2. Histopathologische Untersuchung................................................................................ 45 
3.3. Analytik ....................................................................................................................... 47 
3.3.1. Gerätschaften................................................................................................................ 47 
3.3.2. Verbrauchsmaterialien.................................................................................................. 47 
3.3.3. Versuchsdurchführung ................................................................................................. 48 
3.4. Datensammlung und Auswertung............................................................................. 51 
3.4.1. Datensammlung und Datendarstellung......................................................................... 51 
3.4.2. Statistische Methoden................................................................................................... 52 
4. Ergebnisse ................................................................................................ 53 
4.1. Bestimmung der relativen Di-, Tri-, Tetra-, und Pentasialotransferrin-
Konzentrationen am Gesamt-Transferrin im Serum des gesunden Probanden 
(Gruppe 1). .................................................................................................................. 53 
4.2. Bestimmung der relativen Di-, Tri-, Tetra-, und Pentasialotransferrin-
Konzentrationen bei Patienten mit soliden Tumoren unterschiedlicher Ätiologie 
(Gruppe 2) ................................................................................................................... 56 
   
   
 
  
 
 
4.3. Relative Di-, Tri-, Tetra-, und Pentasialotransferrin-Konzentrationen bei der 
chinesischen Patientengruppe mit hepatozellulärem Karzinom (Gruppe 5) im 
Vergleich zur Kontrollgruppe gesunder Chinesen (Gruppe 4).............................. 58 
4.4. Bestimmung der relativen Di-, Tri-, Tetra-, und Pentasialotransferrrin-
Konzentrationen bei Patienten mit Leberfibrose und –zirrhose bei Hepatitis C 
Infektion (Gruppe 3) im Vergleich zu gesunden Probanden (Gruppe 1).............. 61 
5. Diskussion ................................................................................................ 65 
6. Zusammenfassung................................................................................... 70 
7. Anhang ..................................................................................................... 72 
7.1. Abkürzungen............................................................................................................... 72 
7.2. Verzeichnis der Abbildungen .................................................................................... 75 
7.3. Verzeichnis der Tabellen ........................................................................................... 77 
7.4. Literaturverzeichnis ................................................................................................... 79 
7.5. Veröffentlichungen..................................................................................................... 85 
7.6. Danksagung................................................................................................................. 86 
7.7. Erklärung zur Datenaufbewahrung ......................................................................... 87 
7.8. Lebenslauf ................................................................................................................... 88 
 
   
   
 
  
1 
 
1. Einleitung 
1.1. Anatomie der Leber 
1.1.1. Makroskopische Anatomie 
Die Leber (Hepar) liegt zum größten Teil intraperitoneal, besitzt eine spiegelglatte Oberfläche 
und hat eine dunkelbraun-rote Farbe. Sie wiegt zwischen 1500-2000 Gramm und erstreckt 
sich vom rechten Oberbauch über die Mittellinie hinaus in den linken Oberbauch. Die 
konvexe, dem Zwerchfell anliegende Oberfläche wird als Facies diaphragmatica und die den 
Eingeweiden aufliegende Unterfläche als Facies visceralis bezeichnet (siehe Abbildung 1-1). 
Die Facies diaphragmatica wird durch eine sagittal verlaufende Bauchfellduplikatur, das 
Ligamentum (Lig.) falciforme in einen rechten und einen linken Lappen (Lobus dexter et 
sinister) geteilt. Am Margo inferior geht die Facies diaphragmatica in die Facies visceralis 
über. Nach kranial wird der dreieckige, die Vena (V.) cava umgebende, Bezirk der Facies 
diaphragmatica als Area nuda bezeichnet, da die Leber hier ohne das Peritoneum viscerale 
direkt mit dem Zwerchfell fest verwachsen ist. Die Area nuda wird von den Umschlagsfalten 
des viszeralen auf das parietale Peritoneum umrahmt: das Lig. Coronarium läuft nach rechts 
in das Lig. triangulare dextrum und nach links in das Lig. triangulare sinistrum aus. Letzteres 
endet bindegewebig im Appendix fibrosis hepatis. Beide Schenkel des Lig. coronarium laufen 
nach vorne zum Lig. falciforme hepatis zusammen.  
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Abbildung 1-1  Makroskopische Anatomie der Leber (aus [1]) 
 
Auf der viszeralen Unterfläche, beginnend am Margo inferior, setzt sich das Lig. teres hepatis, 
das der obliterierten Nabelvene entspricht und am freien Rand des Lig. falciforme verläuft, in 
einer sagittal verlaufenden Furche, Fissura lig. teretis, zur Leberpforte und anschließend in die 
Fissura ligamenti venosi fort, die den dünnen Rest des obliterierten Ductus venosus enthält. 
Diese sagittal verlaufende Furche trennt einen großen rechten von einem kleinen linken 
Leberlappen. Weiterhin wird im Bereich des rechten Leberlappens eine weitere lateral 
liegende sagittale Furche zusammen mit der medialen sagittalen Furche sowie eine quer 
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verlaufende Nische zu einer H-förmigen Figur ergänzt. Die laterale Furche wird durch 
Anlagerung der Gallenblase geprägt (Fossa vesicae biliaris) und nach dorsal durch den Sulcus 
venae cavae, der die untere Hohlvene beherbergt, gebildet. Die querverlaufende Furche wird 
durch die Leberpforte, Porta hepatis, eingegrenzt. Hier treten die V. porta, zwei Äste der A. 
hepatica und Nerven in die Leber ein, während der Ductus hepaticus dexter und Ductus 
hepaticus sinister sowie die Lymphgefäße hier austreten. Durch die H-förmig angeordneten 
Furchen in der Facies visceralis werden im medialen Teil des rechten Lappens zwei kleinere 
Lappen, ein ventraler Lobus quadratus und ein dorsaler Lobus caudatus, abgegrenzt. Ferner 
kann die strukturelle Einteilung der Facies visceralis durch die vorhandenen Eindellungen 
(Impressiones), hervorgerufen durch die angrenzenden Organe, ergänzt werden. 
1.1.2. Mikroskopische Anatomie 
Lebersegmente 
 
 
Abbildung 1-2  Anordnung der Lebersegmente in der Ansicht von der Viszeralfläche (links) und von ventral 
(rechts) (aus [1]) 
 
Die mikroskopische Gliederung der Leber lässt entsprechend des Verzweigungsmusters der 
Äste von V. porta, A. hepatica und der Gallengänge eine segmentale Gliederung erkennen. Im 
Wesentlichen wird eine Pars hepatica dextra und hepatica sinistra unterschieden, welche sich 
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weiterhin in Subsegmente unterteilen lässt (siehe Abbildung 1-2). Die Darstellung der 
Lebersegmente ist variabel. 
Feinbau 
Die funktionellen Baueinheiten der Leber werden als Leberläppchen (Lobuli hepatis) 
bezeichnet. Je nach Betrachtungsweise des histologischen Gewebeaufbaus kann man 
zwischen  Zentralvenenläppchen und Portalläppchen als Baueinheiten unterscheiden. 
Im Zentrum des Zentralvenenläppchens liegt die Zentralvene (V. centralis). Das Läppchen 
gestaltet sich polygonal, wobei jeder Winkel von einer sogenannten Glissonschen Trias 
gebildet wird, wie auf Abbildung 1-3 zu erkennen ist. Dabei handelt es sich um Endäste der 
V. porta und der A. hepatica, die zusammen mit den interlobulären Gallengängen verlaufen 
und auch als Trias hepatica bezeichnet werden. Die interlobulären Blutgefäße im Portalkanal 
geben hier feine Zweige ab, die in die Lebersinus münden. Der Blutstrom in den Lebersinus 
ist von der Läppchenperipherie zum Zentrum hin gerichtet. Zwischen den radiär auf die 
Zentralvene zustrebenden sinusoidalen Kapillaren liegen die Hepatozyten, welche in Platten 
angeordnet sind. Zwischen den Wänden der Hepatozyten verlaufen ebenso radiär die 
Gallekanälchen (Canaliculi biliares), die durch den Anschluss an die Anfangsstrecke der 
kleinen Gallengänge in den Portalfeldern eine entgegengesetzte Flussrichtung aufweisen. 
Die Gliederung in Portalläppchen umfasst diejenigen Leberzellbalken und sinusoidalen 
Kapillaren, die von einem Portalkanal aus versorgt werden. In der Mitte eines Portalläppchens 
steht die Glissonsche Trias, während die abführenden Venen sich an den Ecken des im 
Idealfall dreieckigen Gebildes befinden (siehe Abbildung 1-3). Also strömt das Blut von 
zentral nach peripher, während die Flussrichtung der Galle sich in umgekehrter Richtung von 
der Peripherie zum Zentrum orientiert.  
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Abbildung 1-3  Läppchengliederung der Leber: Zentralvene (A), Zentralvenenläppchen (polygonal, B), 
Glisson-Trias (C), Portalvenenläppchen (Dreieck), Azinus (rhombisch, mit Gliederung in Zone 
1-3) (aus [2]) 
 
Eine dritte Möglichkeit der Gliederung orientiert sich an den Leberazini (siehe Abbildung 
1-3). Deren zentrale Achse spannt sich zwischen zwei benachbarten Periportalfeldern auf. Die 
beiden restlichen Ecken des rhombischen Azinus werden durch die Vv. centrales gebildet. 
Dadurch sind am Aufbau eines Leberazinus Teile von zwei benachbarten Zentralläppchen 
beteiligt. Das Lebergewebe in der Umgebung einer terminalen Gefäßachse gliedert sich in die 
Zonen I, II und III. Diese kennzeichnen den innerhalb des Lebergewebes abnehmenden, 
metabolischen Gradienten: von Periportalfeld zu den abführenden venösen Gefäße. 
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1.2. Physiologie der Leber 
1.2.1. Allgemeine Physiologie 
Die Baueinheiten der Leber verdeutlichen die Vielfältigkeit der Leberfunktionen. Die 
doppelte Blutversorgung gewährt einerseits die eigene Versorgung des Gewebes durch das 
arterielle und venöse System, andererseits wird die Leber durch ihren Anschluss an das 
portalvenöse System als zwischengeschalteter Filter zu einem zentralen Organ des 
Intermediärstoffwechsels im menschlichen Organismus. Über den venösen Rückstrom der 
meisten Abdominalorgane erhält die Leber nährstoffreiches Blut, dessen Inhaltsstoffe 
anschließend von den Leberzellen (Hepatozyten) in unterschiedlichen chemischen Reaktionen 
metabolisiert werden. Das venöse Blut wird anschließend über abführende Gefäße zur Vena 
Cava inferior und schließlich in den Systemkreislauf geleitet. Nachfolgend werden die 
Funktionen der Leber zusammenfassend erläutert. 
Die Leber als zentrales Stoffwechselorgan: 
Durch die Leberparenchymzellen, die Hepatozyten, welche 60-70% der Zellmasse 
ausmachen, besitzt die Leber eine hohe Kapazität zur Metabolisierung und Biosynthese von 
Kohlenhydraten, Lipiden und Proteinen. Tabelle 1.1 gibt eine Zusammenstellung der 
wichtigsten spezifischen Stoffwechselfunktionen der Leber wieder. 
Entgiftungsmechanismen: 
Die Leber ist das wichtigste Organ zur Entgiftung körpereigener und körperfremder 
Verbindungen durch Biotransformation. Biotransformationsenzyme modifizieren die zu 
eliminierenden, hydrophoben Stoffe, so dass diese enteral über Gallensäuren oder renal als 
wasserlösliche Verbindung ausgeschieden werden können. Weitere Entgiftungsprozesse sind 
etwa die Verstoffwechselung von Ammoniak zu Harnstoff. [3] 
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 Tabelle 1.1  
Übersicht über die wichtigsten Stoffwechselfunktionen der Leber (aus [3]) 
 
 Stoffwechselprodukt Funktion  
 Kohlenhydrate   
 Glykogen Homöostase der Glukose-Konzentration im Blut durch 
hormonelle Regulation von Glykogensynthese und 
Glykogenolyse 
 
 Glukose Homöostase der Glukose-Konzentration durch 
Glukosebiosynthese aus Nichtkohlenhydraten 
(Glukoneogenese) 
 
 Galaktose Utilisierung von Galaktose aus Laktose, Biosynthese von 
Galaktose 
 
 Fruktose Utilisierung von Fruktose aus Saccharose  
 Lipide   
 Liporoteine Biosynthese, Assemblierung und Abbau von VLDL, 
LDL, und HDL 
 
 Fettsäuren Biosynthese von Ketonkörper bei β-Oxidation der 
Fettsäure, Phosphatiden, Triglyzeride 
 
 Cholesterin Biosynthese von Cholesterin in Abhängigkeit vom 
Nahrungscholesterin, Umwandlung von Cholesterin zu 
Gallensäure 
 
 N-haltige Verbindungen   
 Aminosäuren Biosynthese nichtessentieller Aminosäuren 
Abbau essentieller und nichtessentieller Aminosäuren 
Decarboxylierung von Aminosäuren zu biogenen 
Aminen  
 
 Harnstoff Biosynthese von Harnstoff im Harnstoffzyklus  
 Kreatin Biosynthese  
 Serumproteine   
 Albumin  Biosynthese und Sekretion  
 Gerinnungsfaktoren Biosynthese und Sekretion  
 Transferrine Biosynthese und Sekretion  
    
Hormonstoffwechsel 
Modifikation und Inaktivierung verschiedener endogener Hormone (Insulin, Glykogen, 
Thyroxin und Trijodthyronin, Glukokortikoide, Aldosteron, Testosteron, Östrogene, Renin-
Angiotensin-System) ist ein weiteres Aufgabenfeld der Leber. Lebererkrankungen können 
daher mit hormonellen Störungen einhergehen [4]. 
   
   
 
  
8 
 
Die Leber als exkretorisches Organ 
Die Gallebildung unterstreicht den Drüsencharakter der Leber. Über die Galle werden 
Gallensäuren als Endprodukt des Cholesterinstoffwechsels, Bilirubindiglukuronid, 
Cholesterin, Elektrolyte (Na+, K+, Ca2+, HCO3-) und Phospholipide sowie eine größere Zahl 
körpereigener und körperfremder Verbindungen, darunter auch Arzneimittel als Substrate des 
Biotransformationssystems, ausgeschieden. Von besonderer Bedeutung sind die Gallensäuren, 
die für die Lipidresorption im so genannten enterohepatischen Kreislauf essentiell sind. 
Die Leber als Speicherorgan 
Die Leber ist Speicherort für Vitamine, Folsäure, wichtige Spurenelemente (Eisen, Kupfer, 
Zink und Mangan) und Glykogen. 
Abwehrfunktion 
Die Phagozytoseaktivität der Kupferzellen, welche zum mononukleären phagozytotischen 
System gehören, führt zur Elimination von Viren, Bakterien, Immunkomplexen und 
Endotoxinen. Histologisch werden sie durch ihr Organellenreichtum (granuläres 
endoplasmatisches Retikulum, Golgie-Apparat, Lysosomen, helle Vakuolen), vor allem aber 
durch Peroxisomen und hohe Peroxidaseaktivität hervorgehoben. Weiterhin zählen zu den 
immunologischen Leistungen der Leber die Aktivität der Pit-Zelle, einer leberspezifischen 
natürlichen Killerzelle, und die Synthese von Komplementfaktoren, wie unter anderem das C-
reaktive Protein [3]. 
Regulation des Säure-Basen-Haushaltes 
Die Leber ist an Bildung und Aufrechterhaltung des Bicarbonat-Puffersystems (CO2 + H2O ↔ 
HCO3- + H+) beteiligt. Die Regulierung der Konzentrationen von Puffer-Komponenten durch 
die Atmung, Niere und Leber entspricht einem sogenannten offenen Puffersystem, das den 
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pH-Wert konstant halten soll. Neben diesem offenen Puffersystem gibt es auch Nicht-
Bicarbonat-Puffersysteme, wie das Hämoglobin in den Erythrozyten, das als geschlossenes 
Puffersystem bei metabolisch bedingter pH-Störung das Bicarbonat-Puffersystem ergänzt und 
bei einer respiratorischen Störung sogar der einzige effektive Puffer ist [5]. 
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1.3. Pathologie der Leber 
Das Verständnis von Lebererkrankungen setzt ein genaues Kenntnis über den anatomischen 
Aufbau der Leberstruktur im Einzelnen sowie ihre Lagebeziehung zu den benachbarten 
Organen voraus. Die strukturelle Organisation des Gewebes im Bereich der makroskopischen 
Anatomie und der zellulären Ebene trägt auch zu den klinischen Symptomkomplexen bei, die 
bei Lebererkrankungen gefunden werden. Bedingt durch funktionelle Vielfältigkeit und 
daraus resultierende Komplexität kann ihre  Beeinträchtigung bei Schädigung des Gewebes zu 
unterschiedlichen klinischen Erscheinungsformen der Lebererkrankungen führen, deren 
Ätiologie und Pathogenese nicht eindeutig differenzierbar sind.  
Die von Podolsky und Isselbacher vorgeschlagene  Einteilung berücksichtigt, die 
Krankheitsprozesse nach ihren morphologischen Veränderungen zu definieren. Demzufolge 
erscheint gegenwärtig eine morphologische Einteilung von Lebererkrankungen praktischer als 
eine, die auf der unterschiedlichen Ätiologie basiert [6]. Die Tabelle 1.2 gibt eine ausführliche 
Darstellung der Einteilung von Lebererkrankungen. 
1.3.1. Hepatitiden 
Die Leberentzündung, Hepatitis, kann eine akute oder chronische Verlaufsform annehmen. 
Die Ursache der Krankheit kann durch verschiedene Faktoren begünstigt werden. Dazu 
zählen die viral bedingten Hepatitiden, die zu 95% durch einen von 5 Hepatitisvirus-Typen 
verursacht werden: Hepatitis-A-Virus (HAV), Hepatitis-B-Virus (HBV), Hepatitis-C-Virus 
(HCV), den HBV assoziierten Delta-Erreger oder Hepatitis-D-Virus (HDV) und Hepatitis-E-
Virus (HEV) [7].  
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 Tabelle 1.2 
Einteilung der Lebererkrankungen (aus [6]) 
 
 Parenchymatös  
 1. Hepatitis (viral, medikamenteninduziert, toxisch, ischämisch, autoimmun) 
a. Akut 
b. Chronisch (persistierend oder aktiv; leicht, mäßig, schwer)  
2. Zirrhose 
a. Alkoholbedingt (portal, ernährungsbedingt, Laennec-Zirrhose) 
b. Postnekrotisch 
c. Biliär 
d. Hämochromatose 
e. seltene Erkrankungsformen (z. B. Morbus Wilson, Galaktosämie, 
Mukoviszidose, α1- Antitrypsinmangel) 
3. Infiltration 
a. Glykogen 
b. Fett (Triglyzeride, Cholesterin, Ganglioside, Zerebroside) 
c. Amyloide 
d. Lymphome, Leukämie 
e. Granulome (z. B. Sarkoidose, Tuberkulose, idiopathisch) 
4. Raumfordernde Prozesse 
a. Leberzellkarzinom, metastatischer Tumor 
b. Abszess (pyogen, durch Amöben verursacht) 
c. Zysten (Zystenleber, Echinococcus) 
d. Gummen 
5. Mit Ikterus assoziierte funktionelle Störungen 
a. Morbus Gilbert-Meulengracht 
b. Crigler-Najjar-Syndrom 
c. Dubin-Johnson- und Rotor-Syndrom 
d. Schwangerschaftscholestase und benigne rezidivierende Cholestase 
 
 Hepatobiliär  
 1. Extrahepatische Gallenwegobstruktion (durch Steine, Striktur oder Tumor) 
2. Cholangitis (septisch, primär biliäre Zirrhose, primär sklerosierende 
Cholangitis, medikamentinduziert, toxisch) 
 
 Vaskulär  
 1. Chronische Stauung und kardial bedingte Zirrhose 
2. Lebervenenthrombose (Budd-Chiari-Syndrom) 
3. Pfortaderthrombose 
4. Pfortaderentzündung 
5. Arteriovenöse Malformationen 
6. Venenschlußkrankheit  
 
    
Auch eine infektiöse Mononukleose, Toxoplasmose und durch Zytomegalie-, Herpes–
Simplex-, und Coxsackie-Viren verursachte Infektionen können Virushepatitis-ähnliche 
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klinische Symptome zeigen. Andere, seltene Ursachen von Leberschädigung, die mit einer 
Virus-Hepatitis verwechselt werden können, sind Infektionen mit Leptospiren, Candida, 
Brucella, Mykobakterien und Pneumocystis. Auch Stoffwechselstörungen der Leber können 
symptomatisch eine Virushepatitis vortäuschen, wie dies bei Morbus Wilson oder α1-
Antitrypsinmangel der Fall sein kann [8]. 
1.3.2. Akute Hepatitis 
Die akute Hepatitis beschreibt eine diffuse nicht eitrige Entzündung mit hauptsächlicher 
Manifestation in der Leber. Grundsätzlich unterscheiden sich die klinischen 
Erscheinungsbilder einer Infektion mit den fünf Virustypen nicht voneinander. Allgemein 
kann die Symptomatik von einer asymptomatisch und klinisch inapparenten Infektion bis hin 
zu  einer lebensbedrohlich fulminanten akuten Hepatitis reichen. Der Krankheitsverlauf 
umfasst drei Phasen: das Prodromalstadium mit grippalen Symptomen, gastrointestinalen 
Beschwerden sowie bei 5-10% der Patienten mit akuter Hepatitis-B-Infektion Arthralgien und 
flüchtiges Exanthem [8]. Die ikterische Phase ist das Stadium der hepatischen 
Organmanifestation, das einen anikterischen (70% der Erwachsenen, > 90% der Kinder) oder 
ikterischen Verlauf (30% Erwachsenen, < 10%  der Kinder) einschlagen kann [7]. In der 
abschließenden Rekonvaleszenzphase kommt es zum Rückgang der Entzündungszeichen.  
Eine gefürchtete Komplikation einer Virushepatitis ist die akute Leberdystrophie. Der 
fulminante Verlauf ist mit der Infektion durch HBV, HDV und HEV stark assoziiert. Die 
Patienten zeigen Zeichen einer Enzephalopathie, die bis zu einem tiefen Koma und akutem 
Leberversagen fortschreiten kann. Die Mortalität ist extrem hoch (>80% bei Patienten mit 
tiefem Koma) und  nur eine Lebertransplantation kann zur einen Genese führen [8]. Eine 
weitere Komplikation der akuten Virushepatitis ist die Viruspersistenz, die die Erreger HBV, 
HCV und HDV betreffen. Die Virusträger können asymptomatisch mit einer guten Prognose 
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sein oder eine chronische Hepatitis entwickeln, die mit unterschiedlichem Schweregrad der 
Entzündung einhergehen kann (siehe 1.3.3). Der Nachweis von Oberflächenantigenen und 
Immunglobuline im Serum ist ein Ausdruck der Viruspersistenz. Tabelle 1.3 gibt für die 
Infektion mit den einzelnen Hepatitis-Viren die Wahrscheinlichkeit eines chronischen 
Verlaufs, der Ausbildung einer Leberzirrhose oder des Auftreten eines primären 
hepatozellulären Karzinoms (engl. hepatocellular carcinom, (HCC)) an. 
   
 Tabelle 1.3 
Übersichtstabelle (Internetseite des Instituts für Pathologie, Uniklinikum Leipzig) 
 
  Chronischer Verlauf Zirrhose Karzinom  
 HAV -- -- --  
 HBV 10% 20-30% 50%  
 HCV 70% 20% 10%  
 HDV 95% 60% 15 %  
 HEV -- -- --  
      
1.3.3. Chronische Hepatitis 
Eine chronische Hepatitis ist eine primär entzündliche Veränderung des Leberparenchyms. 
Die Entwicklung einer chronischen Hepatitis kann in unterschiedlicher Progredienz verlaufen. 
Während langsam fortschreitende Formen eine vorteilhafte Prognose aufweisen, sind schwere 
Formen der chronischen Hepatitis durch Nekrose von Leberzellen gekennzeichnet. Dies kann 
eine diffuse Fibrosierung durch Umbauvorgänge mit bindegewebiger Vernarbung zur Folge 
haben. Vor allem im Stadium der Leberzirrhose kann es zu Durchblutungsstörungen kommen, 
die zu Pfortaderhochdruck und Funktionsausfall des Leberparenchyms führen. Letztendlich 
ist die Diagnose einer chronischen Hepatitis eine Verlaufsdiagnose. 
Gemäß der klinischen Definition ist eine Hepatitis als chronisch zu bezeichnen, wenn die 
entsprechenden Symptome oder Serumparameter über einen Zeitraum von mindestens 6 
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Monaten persistieren. Die klinische Definition bietet eine wesentliche Grundlage für die 
Indikationsstellung zur Biopsie.  
Histopathologische Kriterien zur Definition der Chronizität sind die Prädominanz der 
Infiltration von Entzündungszellen sowie fakultativ eine portale Faservermehrung und die 
sogenannte Grenzzonenhepatitis. Letztere beschreibt ein entzündungszelliges Infiltrat und 
Leberzellnekrosen in der parenchymatösen Grenzlamelle, was früher als Mottenfraßnekrose 
bezeichnet wurde. [9]  
Zur differenzierten Diagnostik bei chronischer Leberentzündung ist neben der Erfassung 
klinischer und serologischer Parameter besonders die bioptische Untersuchung hilfreich. 
Weiterhin umfasst die Diagnostik der chronischen Hepatitis folgende Parameter: Ätiologie, 
Aktivität der Entzündung (Grading) und Ausmaß der Fibrose bzw. der Architekturstörung der 
chronisch entzündeten Leber (Staging). Diese Parameter haben großen Einfluss auf die 
Prognose und Therapieentscheidung [9]. 
Der chronischen Hepatitis kann unterschiedliche Ätiologie zugrunde liegen. Man 
unterscheidet Virus-induzierte Hepatitis, autoimmune Hepatitis (AIH), Medikamenten- und 
Alkohol-assoziierte chronische Hepatitis und sonstige unter dem Bild einer chronischen 
Hepatitis verlaufende Erkrankungen.  
Differentialdiagnostisch sind die primär biliäre Zirrhose (PBC) und die primär sklerosierende 
Cholangitis (PSC), welche unbehandelt in eine Leberzirrhose übergeht, zu unterscheiden. 
Weiterhin sind hereditäre Stoffwechselerkrankungen wie Hämochromatose, Morbus Wilson, 
α1-Antitrypsinmangel und die Fettleber zu nennen. 
Tabelle 1.4 gibt einen Überblick der klinischen und laborchemischen Parameter zur Diagnose 
von Virushepatitis und autoimmuner Hepatitis. Der alleinige Nachweis von Antigenen und 
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viralen Nukleinsäuren weist eine virale Genese nach, erlaubt aber keine Aussage über die 
Manifestation einer chronischen Hepatitis [9]. 
   
 Tabelle 1.4 
Klinische und laborchemische Merkmale der chronischen Hepatitis 
 
 Typ der Hepatitis Nachweis von  
 Chronische Hepatitis B HBV-DNA 
HbsAG 
Anti-HBc 
HBeAG 
 
 Chronische Hepatitis C Anti-HCV (Suchtest+ Bestätigungstest) 
HCV-RNA  
Anti-LKM I 
 
 Chronische Hepatitis D Anti-HDV 
HDV-RNA 
HbsAG 
Anti-HBc 
Anti-LKM III 
 
 Autoimmune chronisch-aktive Hepatitis ANA 
Anti-LKM I 
Anti-SLA 
 
 Medikamentenassoziiert -  
 HbsAG: HBV-Surface-Antigen; Anti-HBc: HBV-Core-Antikörper; HBeAG: HBV-e-
Antigen (Genprodukt eines precore-/core-Gens); HBV-DANN: HBV-
Desoxyribonukleinsäure; Anti-HCV: HCV-Antikörper; HCV-RNA: HCV-
Ribonukleinsäure; Anti-HDV: HDV-Antikörper; HDV-RNA: HDV-
Ribonukleinsäure; Anti-LKM: Antikörper gegen Leber-Nieren Mikrosomen (Typ I: 
autoimmune Hepatitis Typ II, chronische Hepatitis C; Typ II: drogeninduzierte 
Hepatitis; Typ III: chronische Hepatitis D); ANA: antinukleäre Antikörper 
(autoimmune Hepatitis Typ I); SLA: Antikörper gegen lösliches Leberantigenen 
(autoimmune Hepatitis Typ III) 
 
   
Durch den Nachweis und die Konzentrationsbestimmung verschiedener Blutparameter kann 
man den Schweregrad und den Verlauf einer Lebererkrankung beurteilen. Zu den 
Anforderungen an Leberfunktionstests zählen die breite Erfassung der verschiedenen 
Parameter sowie die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse, die den Verlauf und die Entwicklung 
der Krankheit dokumentieren sollen. Zu den wichtigen Parametern gehören Bilirubin, 
Serumproteine (Gerinnungsfaktoren, Albumin und Globulin), Blutammoniak und Enzyme 
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wie die Transaminasen AST (Aspartat-Aminotranferase; auch GOT) und ALT (Alanin-
Aminotransferase; auch GPT), alkalische Phosphatase, 5´-Nukleotidase und γ-
Glutamyltransferase. Tabelle 1.5 veranschaulicht die möglichen Abweichungen der Parameter 
beim Vorliegen einer parenchymatösen Lebererkrankung, die mit Reduzierung der 
Leberfunktion einhergeht. [10] 
   
 Tabelle 1.5 
Leberfunktionstests bei parenchymatösen Lebererkrankungen (aus [10]) 
 
 Serumparameter Veränderung  
 AST-ALT-Quotient (GOT/GPT) ↑ - ↑↑↑  
 Alkalische Phospahtase ↑  
 Albumin ↓ - ↓↓↓  
 Prothrombinzeit ↑ - ↑↑↑  
 Bilirubin N - ↑↑↑  
 γ-Glutamyltranspeptidase (γ-GT) N - ↑↑↑  
 5´-Nukleotidase N - ↑  
 N: Normal; ↑: erhöht; ↓: erniedrigt  
   
Wie bereits erwähnt, spricht der Abfall der Serumparameter für eine Dysfunktion der Leber. 
Dennoch haben sie keine ausreichende Spezifität zur Diagnose einer chronischen Hepatitis. 
Der negative prädiktive Wert einer einmaligen bzw. mehrmaligen Aminotransferasen-
Bestimmung beträgt für die Diagnose einer Fibrose, insbesondere verursacht durch Hepatitis 
C, nur 33% bzw. 42% [9,11].  
Eine zuverlässige Diagnose der chronischen Hepatitis ist unter Berücksichtigung des 
histologischen Befundes möglich [12]. Sie ist den serologischen Tests in der Fibrose-
evaluation überlegen und besitzt prädiktive Bedeutung für das therapeutische Ansprechen. 
[9,13,14] 
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1.3.4. Fibrose 
Der Begriff Leberfibrose beschreibt einen Prozess, der durch eine Vermehrung und 
Umverteilung von Bindegewebe charakterisiert ist. Die Leberfibrose ist als die uniforme 
Antwort der Leber auf eine chronische Schädigung anzusehen und entspricht in den 
Grundmechanismen der Wundheilung [15-17]. Dabei ist der entscheidende prognostische 
Faktor die Dauer und das Ausmaß der Parenchymschädigung bei chronisch wirkenden Noxen. 
Diese kann je nach Schweregrad den Feinaufbau des Gewebes und dessen Funktion 
irreversibel beeinträchtigen. Die histologische Auswertung erlaubt eine Differenzierung der 
verschiedenen Stadien der Fibrose abhängig vom Grading und Staging. 
Das Staging beschreibt das Ausmaß der Fibrose bzw. der Architekturstörung der chronisch 
entzündeten Leber. Der Grad der entzündlichen Aktivität richtet sich nach dem Ausmaß des 
bestehenden nekroinflammatorischen Gewebeschadens zum Zeitpunkt der Biopsie. Dabei 
hängt die Einteilung davon ab, in welchem Ausmaß Grenzzonenhepatitis und lobuläre 
Parenchymnekrosen zu diagnostizieren sind [9].  
Zur Dokumentation wurde das Scoring-System „METAVIR“ angewendet. Die 
Krankheitsprogredienz lässt sich damit histologisch in fünf Stadien (fibrosis; F0-F4) 
klassifizieren: F0 (keine Fibrose, keine Faservermehrung), F1 (leichte Fibrose, portale 
Faservermehrung, keine Septen), F2 (mäßige Fibrose, komplette oder inkomplette 
portoportale Fasersepten, erhaltene Parenchymstruktur), F3 (schwere Fibrose, septenbildende 
Faservermehrung mit Architekturstörung, kein Anhalt für kompletten zirrhotischen Umbau) 
und F4 (definitiver zirrhotischer Umbau). Das Entzündungsstadium lässt sich nach 
METAVIR in drei Schweregrade (activity; A1-A3) differenzieren. Dabei wird A1 als minimal 
bis mild, A2 als moderat und A3 als schwer bewertet. Tabelle 1.6 zeigt eine schematische 
Darstelllung der Algorithmen für die Differenzierung der Entzündungsaktivität. [18-20] 
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 Tabelle 1.6 
Algorithmen für das Grading der Entzündungsaktivität (aus [21]) 
 
 Grenzzonenhepatitis 
(Mottenfrassnekrosen) 
lobuläre Nekrosen 
(Entzündungsfoci) 
Score  
 0          0 A= 0  
 0 1 A= 1  
 1 0,1 A= 1  
 0,1 2 A= 2  
 2 0,1 A= 2  
 2 2 A= 3  
 3 0,1,2 A= 3  
 Grenzzonenhepatitis: 0 = keine; 1 = mild; 2 = mässig; 3 = schwer; 
Lobuläre Nekrosen: 0 = keine oder mild; 1 = mässig; 2 = schwer; 
 
     
Abhängig von der Progredienz der Fibrose, festgelegt nach METAVIR, besteht in 
fortgeschrittenen Stadien (F3-F4) und bei hoher Entzündungsaktivität (A2-A3) ein erhöhtes 
Risiko zur Entstehung eines hepatozellulären Karzinoms (HCC). Die Entwicklung eines HCC 
findet zu 80% auf dem Boden einer chronischen Leberfibrose statt [22,23]. Leberkarzinome 
können auch sekundär aus anderen Lebererkrankungen entstehen. Sie werden durch virale 
Infektionen (Hepatitis B und C) und Pilzinfektionen (Aflotoxine) begünstigt. Weiterhin gilt 
eine chronische Hepatitis-C-Virus bedingte Lebererkrankung als ein Risikofaktor für die 
Entwicklung des HCC [22]. Eine Differentialdiagnose des HCC ist die Lebermetastase, wobei 
die Primärtumoren meist im gastrointestinalen Raum lokalisiert sind. 
Das HCC ist der achthäufigste diagnostizierte Krebs weltweit. Die Prävalenz des HCC ist im 
europäischen Raum 1,5-35 pro 100000 [24]. Demgegenüber kommt dieser Tumor im 
tropischen Afrika und in Südostasien in bis zu 30% der Bevölkerung vor [12,25].  
Die Leberzirrhose, entsprechend F4 nach METAVIR, wird als Endstadium der Leberfibrose 
verstanden. Sie beschreibt eine diffuse Form der Fibrose, bei der der Gewebsaufbau 
irreversibel verloren gegangen ist. Der damit einhergehende Verlust der Leberfunktion kann 
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für den betroffenen Patienten vitale Konsequenzen haben [26]. Die häufigste Ursache der 
Leberzirrhose ist der Alhokolabusus (alcoholic liver diesease, ALD). 
1.3.5. Pathophysiologie der Leberfibrose 
Während es nach einmaliger Leberschädigung zu einer Restitutio ad integrum kommen kann, 
führt eine chronisch schädigende Noxe zur Leberfibrose. Der Pathomechanismus der 
Leberfibrose liegt ein verschobenes Gleichgewicht zwischen vermehrter 
Bindegewebsproduktion und vermindertem Bindegewebsabbau zu Grunde [27]. Auf 
zellulärer Ebene kann die Matrixdegradation durch eine verminderte Synthese von 
Matrixmetallproteinasen mit gleichzeitig zunehmender Exprimierung von spezifischen TIMPs 
(engl. Tissue.inhibitors of Matrix Metalloproteases) bedingt sein [28]. 
Die durch chronische Gewebsschädigung bedingten Leberzellnekrosen induzieren eine 
inflammatorische Reaktion im Gewebe, die die Aktivierung von Lebermakrophagen (Kupfer-
Zellen) und die Rekrutierung von Entzündungszellen (Monozyten und Granulozyten) zur 
Folge haben. Sowohl die geschädigten Hepatozyten als auch die aktivierten Makrophagen 
(Kupferzellen) sezernieren eine Vielzahl unterschiedlicher Zytokine und Wachstumsfaktoren, 
wie TGF-β1 (engl. transforming growth factor), PDGF (engl. platelet-derived growth factor), 
IGF-1 (engl. insulin-like growth factor 1), ET-1(engl. endothelin-1), FGF (engl. fibroblast 
growth factor), VEGF (vascular endothelial growth factor) und die nicht-Peptid Mediatoren 
wie z.B. reaktive Sauerstoff Spezies (engl. reactive oxygen species, ROS) einschließlich des 
hochreaktiven Hydroxyl-Radikals und des Hyperoxid-Anions, die vor allem die hepatischen 
Sternzellen (HSC) und die portalen Fibroblasten schädigen. [27-30] 
Die Aktivierung der ruhenden hepatischen Sternzellen und der portalen Fibroblasten durch 
zelluläre Mediatoren führt zu Umwandlung in Myofibroblasten und einer massiven 
Expression und Sekretion von extrazellulärer Matrix (EZM) [31-33]. Weiterhin sind auch 
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Endothelzellen und Gallengangsepithelzellen an der vermehrten Bindegewebssynthese 
beteiligt [27,28].  
Die Transformierung der Fibroblasten zu Myofibroblasten konnte man auch im Rahmen einer 
pulmonalen Fibrose beobachten. Die Transformierung und die zunehmende Disposition der 
EZM korrelieren auch hier mit der Ausschüttung von Zytokinen. Dabei werden Zytokinen 
zusätzlich von den transformierten Myofibroblasten sezerniert und wirken dabei synergistisch 
auf das inflammatorische Geschehen, welche rückwirkend den Prozess der Fibrosierung 
unterstützten [34]. 
Der Influx aus dem Knochenmark stammender Fibrozyten in das geschädigte Lebergewebe 
und ihre Differenzierung zu Myofibroblasten wird als weiterer Mechanismus diskutiert, der 
zur Entstehung der Leberfibrose beiträgt. [35-37]  
Die Differenzierung der peripheren Blutmonozyten zu fibroblastenähnlichen Zellen gilt als  
weitere Erklärung zur Entstehung fibrotischer Prozesse. Dieser Differenzierungsprozess wird 
von G-CSF (engl. granulocyte colony-stimulating-factor) und M-CSF (engl. macrophage 
colony-stimulating-factor) positiv beeinflusst. [36] 
Auch die epithelial-mesenchymale Transition (EMT) von Gallengangsepithelzellen (engl bile 
duct epithelial cell, BEC) und möglicherweise von Hepatozyten könnte eine Rolle in der 
Pathophysiologie der Leberfibrose spielen und wird in Kapitel 1.3.6 behandelt [36]. 
Letztendlich können unterschiedliche Faktoren und Mechanismen zur Vermehrung der EZM 
führen und letztendlich auch eine Leberfibrose (mit-)verursachen. Die folgende Abbildung 
1-4 visualisiert schematisch die Pathogenese der Leberfibrose. 
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Abbildung 1-4  Die Pathogenese der Leberfibrose: insulin-like growth factor 1(IGF-1); platelet-derived 
growth factor (PDGF); transforming growth factor beta (TGF-β), endothelin-1(ET-1), reactive 
oxygen species (ROS); fibroblast growth factor (FGF); vascular endothelial growth factor 
(VEGF), epithelial-mesenchymale Transition (EMT); Gallengangsepithel-Zellen (PBC); 
Parenchymzelle (Hepatozyt, PC), hepatische Sternzelle (HSC); Extrazelluläre Matrix (ECM) 
 
1.3.6. Epithelial-mesenchymale Transition (EMT) 
In unseren gegenwärtigen Vorstellungen von der Pathogenese der hepatischen Fibrogenese ist 
die Rolle der Hepatozyten im Wesentlichen darauf beschränkt, dass sie als Zielzellen für 
zahlreiche Noxen (immunologische Attacke bei Virushepatitiden, Schädigung durch 
Metabolite des Alkoholabbaus und reaktive Sauerstoffmetabolite u. a.) konsekutive 
Entzündungsreaktionen auslösen, die zur Rekrutierung proinflammatorischer Zellen und 
Zytokine führen. Der Parenchymzellschädigung (Nekrosen > Apoptosen) wird somit die 
Rolle des Initiations- und Perpetuationsereignisses zugewiesen, das über konsekutive 
Entzündungsreaktionen als Mittler die beschriebene Aktivierung von hepatischen Sternzellen 
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bewirkt. Jedoch gewinnt er zunehmend auch an pathophysiologischer Bedeutung als 
Ausgangszelle der seit einiger Zeit als supportiver Fibrosemechanismus diskutierten, bereits 
zuvor angesprochenen, epithelial-mesenchymalen Transition (EMT) von 
Leberparenchymzellen in bindgewebssynthetisierende fibroblastenähnliche Zellen [38-40]. 
Hierbei handelt sich um einen vielschichtigen, auf komplexen molekularen und zellulären 
Prozessen basierenden Mechanismus, der sowohl für die Pathophysiologie von Organfibrosen 
im adulten Gewebe als auch im Rahmen der Karzinogenese und Tumormetastasierung als 
zunehmend relevant eingestuft wird. [40-44] 
Phänotyptransitionen, die die Zell-Zell-Adhäsionen betreffen, werden sowohl für 
physiologische (Embryonalentwicklung) als auch für pathologische (Karzinogenese) 
Situationen diskutiert und werden etwa für den Mechanismus der epithelial-mesenchymalen 
Transition (EMT) beschrieben. Epitheliale Zellen sind polarisiert und besitzen 
Keratinfilamente sowie spezialisierte Zell-Zell-Kontaktpunkte wie Desmosomen und 
Adherens-Junctions. Nach Induktion der EMT verlieren sie diese epithelialen Eigenschaften 
und eignen sich mesenchymale Charakteristika an. So wird z.B. die Zellform flacher und 
Vimentinfilamente bilden den Hauptanteil an Intermediärfilamenten. Die Zellen können 
migrieren und auch einen invasiven Phänotyp ausbilden, der ihnen erlaubt durch die 
Basalmembran zu wandern, indem die notwendigen Proteinasen gebildet werden. Am Zielort 
können diese Zellen dann in verschiedene Zelltypen differenzieren [39-41,44-46] 
Jüngste Untersuchungen deuten auf eine entscheidende Rolle der EMT im Rahmen der 
Leberfibrogenese hin, da die Umwandlung Albumin-positiver Hepatozyten in FSP-1-positive 
und Albumin-negative Fibroblasten dokumentiert wurde [47]. Etwa 40% der Fibroblasten 
sollen zufolge Hepatozyten-abgeleitet sein, doch bedürfen diese Angaben noch der 
Überprüfung [44].  
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Die molekularen Induktoren der EMT sind das prototypische TGF-β, EGF, IGF-II und FGF-II 
[39,40,48]. Gleichzeitig bedarf es der Wirkung von Metalloproteinasen, die die Epithelzelle 
aus der Zell-Zell und Zell-Basalmembranbindung herauslösen.  
Valdés et al. sowie del Castillo et al. konnten darüberhinaus zeigen, dass eine autokrine 
Freisetzung von TGF-β zu einer Apoptoseresistenz des Hepatozyten führt [49,50], so dass die 
Weichenstellung zwischen EMT und Apoptose von unmittelbarer Relevanz für die 
individuelle Fibroseantwort des Patienten mit chronischer Lebererkrankung zu sein scheint 
[48,51]. 
Der bedeutsamste molekulare Gegenspieler der TGF-β-induzierten EMT sind BMPs 
(insbesondere Subtyp 7). Diese wirken jedoch nicht nur antagonisierend, sondern können 
sogar eine mesenchymal-epitheliale [48,51] Transition (reverse EMT = MET) induzieren. 
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1.4. Transferrine 
1.4.1. Aufbau 
Transferrine (Tf) sind in der Leber synthetisierte Glykoproteine und dienen hauptsächlich 
dem Eisentransport. Sie haben ein Molekulargewicht von 80kD und sind aus drei 
Untereinheiten aufgebaut (Abbildung 1-5). Die einzelne Polypeptidkette weist 2 voneinander 
unabhängige Bindestellen für Metallionen auf – jeweils innerhalb der N- und der C-
terminalen Domäne. Somit kann jedes Transferrin-Molekül bis zu zwei, bevorzugt 
dreiwertige, Eisenionen binden. Darüber hinaus verfügt das Molekül über zwei N-terminal 
gebundene, zum Teil komplex verzweigte Oligosaccharidseitenketten mit endständigen 
Sialinsäureresten. Die Variabilität der genannten Untereinheiten führt zu unterschiedlichen 
Transferrin-Isoformen, deren Mikroheterogenität im folgenden Unterkapitel behandelt wird. 
[3,52] 
 
 
Abbildung 1-5  CD-Transferrin 80kDa 
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1.4.2. Mikroheterogenität der humanen Serumtransferrine 
Abhängig von der Eisenversorgung des Organismus kann die Zahl der an Transferrin 
gebundenen Eisenionen variieren. Es kommen Eisen-freie Transferrine im Serum vor, sowie 
solche mit 1 und 2 Eisenionen in Bindung. Die physiologische Eisensättigung liegt bei etwa 
30%. In Abhängigkeit vom Eisenstoffwechsel können sich die einzelnen Fraktionen 
unterschiedlich verteilen. Die Zahl der gebundenen Eisenionen beeinflusst den isoelektrischen 
Punkt des Transferrin-Moleküls. Mit jedem Fe3+-Ion sinkt dieser um einen pH-Wert von etwa 
0,2. [52] 
Wie bereits angesprochen, können die Kohlenhydratseitenketten des Transferrins eine 
komplexe Struktur annehmen. Sie unterscheiden sich im Grad ihrer Verzweigung und können 
2, 3 und 4 Äste beziehungsweise antennenartige Strukturen aufweisen. Die Bezeichnung der 
Transferrin-Isoformen wird von der Anzahl der negativ geladenen Sialinsäurereste abgeleitet, 
welche sich am Ende jeder Kohlenhydratseitenkette befinden [52,53]. Einige der Subtypen 
sind in Abbildung 1-6 schematisch dargestellt. Der isoelektrische Punkt der Transferrine sinkt 
mit jedem Sialinsäurerest um einen pH-Wert von 0,1 [54,55]. 
Tabelle 1.7 gibt einen Überblick über die Bezeichnungen und das Vorkommen der 
unterschiedlichen Transferrin-Isoformen im Serum des gesunden Probanden. Hier bilden 
Trisialo-, Tetrasialo-, und Pentasialotransferrin die Hauptfraktionen, während die anderen 
Isoformen entweder zu sehr geringen Anteilen oder in nicht nachweisbarer Konzentration 
vorkommen.  
Ebenfalls von Relevanz ist eine genetische Mikroheterogenität des Transferrins, die auf dem 
Austausch von Aminosäuren in der Polypeptidkette beruht. Zwar sind sehr viel mehr 
Varianten bekannt, jedoch haben nur 4 dieser Isoformen eine Prävalenz > 1%. Das 
homozygote Transferrin „CC“ (Tf-CC) wird als „normale“ Form beschrieben (BIORAD, 
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München). Häufige heterozygote Formen sind etwa Tf-CB2 und Tf-CBv (Prävalenz jeweils 
um 2%) sowie TF-CD1 (Prävalenz um 0,5%).  
   
 Tabelle 1.7  
Anteil der Transferrin-Isoformen am Gesamttransferrin im Serum (nach 
Herstellungsangaben: Recipe Chemicals + Instruments GmbH, München)  
 
 Transferrin-Isoform Anteil am Gesamttransferrin  
 Asialotransferrin Nicht nachweisbar  
 Monosialotransferrin Nicht nachweisbar  
 Disialotransferrin < 2,5%  
 Trisialotransferrin 4,5-9%  
 Tetrasialotransferrin 64-80%  
 Pentasialotransferrin 12-18%  
 Hexasialotransferrin 1- 3 %  
 Heptasialotransferrin < 1,5%  
 Octasialotransferrin Nicht nachweisbar  
    
Das Vorkommen genetischer Transferrin-Varianten stellt jedoch ein Interferenzrisiko für die 
Bestimmung der so genannten Kohlenhydrat-defizienten Transferrine (engl. carbohydrate-
deficient transferrin, CDT) dar, sobald sich der isoelektrische Punkt normalerweise 
unterschiedlicher Transferrin-Isoformen angleicht. [52,56]. Genetische und erworbene 
Modifikationen der Transferrin-Substrukturen treten zumeist parallel auf, wodurch die 
Mikroheterogenität noch verstärkt wird. Fehlen und Vorhandensein von Eisenionen oder 
Sialinsäureresten können einander ausgleichen und unterschiedliche Transferrin-Isoformen 
auch aus diesem Grunde denselben isoelektrischen Punkt aufweisen. [54-58] 
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Abbildung 1-6  Die Mikroheterogenität der humanen Serumtransferrine in Abhängigkeit von unterschiedlichen 
Kohlenhydratseitenketten und der Fe3+-Beladung (aus [52]) 
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1.4.3. Kohlenhydrat-defiziente Transferrine 
Die so genannten Kohlenhydrat defizienten Transferrine (CDT) wurden erstmals 1976 von 
Stibler und Kjellin beschrieben [59]. Es handelt sich um eine Gruppe von Transferrinen mit 
unvollständiger Verkettung der Kohlenhydratreste. Im Liquor von Alkoholikern haben die 
Autoren Transferrin-Isoformen mit einem isoelektrischen Punkt von >5,7 festgestellt, die 
Asiolo-Fe2-Tf, Monosialo-Fe2-Tf und Disialo-Fe2-Tf entsprechen. Der Anstieg dieser 
Isoformen korreliert mit Alkoholabusus. Normale Werte werden unter Abstinenz mit einer 
Halbwertszeit von 14 Tagen erreicht [52,60,61]. 
Die lebertoxische Schwellendosis wird mit ca. 20g-40g Ethanol pro Tag für Frauen und mit 
ca. 40g-60g Ethanol pro Tag für Männer angegeben [62,63]. Oberhalb dieser täglichen 
Ethanol-Aufnahme besteht annähernd eine Dosis-Risiko-Beziehung für die Entwicklung der 
Folgeerkrankungen des chronischen Alkoholabusus. Diese sind in 100% der Fälle Fettleber, 
in 10-35% Alkoholhepatitis und in etwa 10-30% alkoholische Leberzirrhose. Letztere kann 
Ausgangspunkt für die Entwicklung eines primären Leberzellkarzinoms sein [62].  
Heute gilt CDT als der spezifischste Marker zum Nachweis eines chronischen Alkoholabusus 
mit einer Spezifität von 82% bis 100% und einer Sensitivität von 30% bis 95% [52,64,65]. 
Die hohe Spezifität von CDT ist von besonderem diagnostischem Wert gegenüber den 
konventionellen Markern wie γ-GT, AST, ALT, und MCV. Allerdings konnte durch weitere 
Studien die von Stibler et al. angegebene Sensitivität von >90% bis 100% nicht bestätigt 
werden, dennoch liegt die Sensitivität von CDT höher als die der alternativen Parameter [52]. 
Tabelle 1.8 vergleicht die diagnostischen Kriterien von ausgewählten Parametern des 
Alkoholabusus bezüglich der Spezifität, Sensitivität und der Halbwertzeit. 
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Falsch-positive CDT-Werte können bei Patienten mit niedrigen Ferritin-Werten vorkommen 
sowie geschlechtsspezifisch bei Frauen in der Prämenopause [66,67]. Des Weiteren kann es 
auch bei Patienten mit nicht alkoholischer Leberzirrhose zu einer Erhöhung der CDT-
Konzentration im Serum kommen, besonders in der Endphase der chronischen Hepatitis-C 
sowie bei HCC [68,69]. Bei viraler Leberzirrhose liegt der Anteil der falsch positiven 
Ergebnisse bei 37% und bei HCC bei 45-46% [69,70]. Die Präsenz dieser Interferenzen weist 
insofern auf die Schwäche der CDT- Bestimmung hin, als dass CDT als Alkoholmarker zur 
Fehldiagnose führen kann und zur Differentialdiagnose indizierte Untersuchungsmethoden 
evaluiert werden sollten. 
Neben chronischem Alkoholkonsum kann auch das seltene, autosomal rezessiv vererbte 
Carbohydrate-Deficient-Glycoprotein-Syndrom (CDG-Syndrom) zur Erhöhung der CDT-
Konzentration führen. [64,69,71-73] 
Die meisten Testverfahren nennen als pathologische Werte für CDT 20 U/l (Units, engl. für 
Einheiten) für Männer und 30 U/l für Frauen oder einen Wert von 3% CDT bezogen auf das 
Gesamt-Transferrin [57,74]. Weitergehende Untersuchungen konnten darüber hinaus auch 
   
 Tabelle 1.8 
Vergleichende diagnostische Kriterien von ausgewählten Parametern des 
Alkoholabusus (aus [62]) 
 
 Parameter Sensivität (%) Spezifität (%) HWZ/ Elimination  
 Ethanol 0-100 100 1g/kg/h  
 γ-GT 34-85(˜55) 11-85 2-3 Wochen  
 MCV 34-89(˜65) 26-91 ˜ 3 Monate  
 AST 15-69 Niedrig 2-3 Wochen  
 ALT 26-58l Niedrig 2-3 Wochen  
 CDT 39-94(˜92) 82-100(˜97) ˜ 2 Wochen  
 HWZ: Halbwertzeit; γ-GT: γ-Glutamyltranspeptidase; MCV: mittleres korpuskuläres 
Volumen; AST: Aspartataminotransferase; ALT: Alaninaminotransferase; CDT: 
carbohydrate-defficient-transferrine 
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einen verminderten Gehalt an Sialinsäure im Serum der alkoholkranken Patienten zeigen 
sowie auch weitergehende Strukturschäden der Kohlenhydratseitenketten [75]. Acetaldehyd, 
ein Metabolit des Ethanols, vermindert die Aktivität der Sialyl-, Galactosyl-, und N-
acetylglucosaminyl-Transferase im Golgi-Apparat [76]. Fast et al. beobachteten eine positive 
Korrelation zwischen abnehmender katalytischer Enzymaktivität der Sialyltransferase und 
zunehmender Deglykosylierung des Enzyms unter Einfluss von Ethanol [77]. Lakshman et al. 
konnten den primären Effekt des Ethanols auf die m-RNA-Produktion der Sialyltransferase 
nachweisen und damit den Zusammenhang zwischen Verlust der Enzymaktivität und 
zunehmender Deglykosylierung des Enzyms unter Einfluss vom Ethanol aufklären [78]. Als 
Konsequenz kommt es somit bei den Haupt-CDT-Isoformen zu einem vollständigen Fehlen 
einer (Disialo-Tf) oder beider Seitenketten (Asialo-Tf) [79]. 
Die Referenzbereiche für die CDT- und Gesamttransferrin-Bestimmung sind 
methodenabhängig. Arndt empfiehlt, dass die Interpretation von CDT-Messwerten nur auf 
Grundlage der testspezifischen Entscheidungsgrenzen erfolgen sollte. Darüber hinaus lassen 
sich Ergebnisse aus Studien, denen verschiedene Methoden zugrunde liegen, kaum 
vergleichen. Als Mindestvoraussetzung für eine Vergleichbarkeit ist die genaue Angabe der 
Methode zu sehen. Ergebnisse aus CDT-Analysen werden entweder als absolute 
Konzentration angegeben (U/l bzw. mg/l) oder als Anteil am Gesamttransferrin 
(CDT/Transferrin-Quotient) in (%) angegeben. [80] 
1.4.4. Einordnung der Trisialotransferrine und diagnostischer Stellenwert 
Einordnung und Stellenwert der Trisialotransferrine werden kontrovers diskutiert. Über die 
molekulare Struktur des Trisalotransferrins ist bekannt, das es 2 zweifach verzweigte 
Kohlenhydratseitenketten enthält. Die eine bindet 2 terminale Sialinsäurereste, die andere 
neben dem Sialinsäurerest ein Galaktose-Molekül. Laut Arndt ist somit eine Bildung aus 
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Pentasialotransferrrin nicht naheliegend, wenn eine Kohlenhydratseitenkette mit 3 terminalen 
Sialinsäureresten eliminiert wird [52]. 
Trisialotransferrin hat einen Anteil von 4,5%-9%, am Gesamttransferrin, während Disialo-, 
Monosialo- und Asialotransferrin mit einer Konzentration von 3% vertreten sind. [53,57,74]. 
Neben der bereits weiter oben ausführlich besprochenen chemischen Definition des CDT, 
findet sich in der Literatur auch eine praktische Definition. In diese wird, zumindest zum Teil, 
auch die Trisialotransferrin-Isoform einbezogen. Das hängt mit der unzureichenden 
Nachweisgenauigkeit mancher Verfahren für die einzelnen Transferrin-Isoformen zusammen. 
So gestaltet sich die Auftrennung über Anionenaustauscher-Chromatographie schwierig, weil 
der isoelektrische Punkt (pI) von Disialotransferrin sehr nahe an dem von Trisialotransferrin 
liegt (pI 5,7 vs. 5,6). [57,61,81] 
In der Literatur wird diese Mitbestimmung von Trisialotransferrin, das heißt, bei der Messung 
der CDT-Konzentration wird auch das Trisialotransferrin mitgemessen, von manchen Autoren 
als Vorteil für das Erkennen chronischen Alkoholkonsums gesehen [82], während andere ein 
solches Vorgehen nicht befürworten. [81,83] Dibbelt konnte durch HPLC-Analysen zeigen, 
dass die Trisialo-Fe2-Transferrin-Konzentration im Serum unabhängig von der CDT-
Konzentration ist. Erhöhte CDT-Konzentrationen beim Alkoholmissbrauch sind nicht mit 
einem Anstieg des Trisialotransferrins assoziiert, weshalb der Autor diesem einen 
diagnostischen Stellenwert abspricht. [81] 
Ramdani et al. haben mittels Kapillarzonenelektrophorese (engl. capillary zone 
electrophoresis; CZE) den Zusammenhang zwischen CDT im Serum und Alkoholkonsum bei 
Patienten mit und ohne Malignome unterschiedlichen Typs verglichen. Sie konnten 
nachweisen, dass Malignome im Gegensatz zu Alkoholabusus nicht zur Erhöhung der 
klassischen CDT-Fraktionen führen. In der Malignomgruppe wurde aber eine erhöhte Serum-
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Polysaccharid-Fraktion festgestellt, die im Elektropherogramm im Trisialotransferrin-Peak 
mitläuft. [84] 
   
   
 
  
33 
 
1.5. Methodische Grundlagen 
1.5.1. Chromatographische Bestimmung von CDT mittels Hochleistungsflüssigkeits-
Chromatographie (HPLC) 
Die Hochleistungsflüssigkeits-Chromatographie (engl. High performance liquid 
chromatography; HPLC) geht auf die Säulen-Chromatographie zurück. Bei dem älteren 
Verfahren wurde das Solvent in die Trennsäule gegeben, woraufhin die Lösung die Säule 
durch die Gravitation passierte. Folglich musste man für eine Analyseserie neben größerem 
Arbeitsaufwand eine längere Untersuchungsdauer aufwenden.  
Die entscheidende Veränderung beim HPLC-System beruht auf der Verwendung einer 
Hochdruckleistungspumpe, die einen zirkulierenden Flüssigkeitskreislauf in definierter 
Fließrichtung aufrechterhält. 
Der Funktionsmechanismus der HPLC basiert auf der unterschiedlichen Verteilung von 
Analyten in der mobilen und der stationären Phase einer Lösung, wodurch diese voneinander 
zu trennen und aufzureinigen sind (präparative Chromatographie). Bei der analytischen HPLC 
kann man auf diese Weise Substanzen in Bezug auf Identität und Quantität bestimmen.  
   
 Tabelle 1.9 
Polarität der Phasen in den beiden HPLC-Methoden (www.waters.com) 
 
 Auftrennungsverfahren Stationäre Phase 
(particle) 
Mobile Phase 
(solvent) 
 
 Normalphase-HPLC Polar Nichtpolar  
 Umkehrphase-HPLC Nichtpolar Polar  
     
Generell unterscheidet man zwei Varianten von HPLC (siehe Tabelle 1.9). Die Normalphase 
HPLC (NP-HPLC) ist in seinen polaren Eigenschaften mit der Säulen- oder Dünnschicht-
Chromatographie zu vergleichen. Die aus Kieselpartikeln bestehende stationäre Phase ist 
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polarer als die mobile Phase (Abbildung 1-7). Daraus resultiert, dass die polaren Substanzen 
langsamer als die nicht-polaren Analyten eluieren. 
 
 
Abbildung 1-7 Normalphase-HPLC (modifiziert nach www.waters.com) 
  
Die Umkehrphase-HPLC (engl. Reverse phase; RP-HPLC) ist in der praktischen Anwendung 
so weit verbreitet (Quelle: www.waters.com), dass es fälschlicherweise allgemein als HPLC 
bezeichnet wird. In der RP-HPLC wird eine hydrophobe stationäre Phase verwendet 
(Abbildung 1-8). Durch Modifizierung der Kieseloberfläche mit Kohlenwasserstoffketten bis 
zur einen Länge von C4, C8 und C18 erhält die stationäre Phase hydrophobe Eigenschaften, 
so dass eine Interaktion zwischen der modifizierten stationären Phase und den polaren 
Analyten verhindert wird. Dagegen kommt es über die Van der Waals Kräfte zu starken 
Bindungen der nicht-polaren funktionellen Gruppen an die Kohlenwasserstoffketten. 
Zusammenfassend bedeutet dies, dass die hydrophoben Substanzen langsamer eluieren 
[58,85].  
 
 
Abbildung 1-8 Umkehrphase-HPLC (modifiziert nach www.waters.com) 
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Die Methode der Gradienten-Elution eignet sich für Moleküle, die in ihrem atomaren Aufbau 
eine breitbandige Polaritätsspanne aufweisen. Die chromatographische Auftrennung erfolgt 
aufgrund der Wechselwirkungen atomarer Gruppen mit der stationären und der mobilen 
Phase, wobei die mobile Phase ihre Zusammensetzung während des Separationsvorgangs 
verändert. Durch den alterierenden Polaritätsgrad müssen die Moleküle erneut um 
Bindungsstellen zwischen den beiden Phasen konkurrieren. Auf diese Weise eluieren 
sukzessive alle zu untersuchenden Analyten.  
Die Gradienten-Elution erfolgt voll automatisiert über einen in der HPLC Anlage installierten 
Verteiler. In Abbildung 1-9 ist ein quartäres Gradientensystem schematisch dargestellt und 
Tabelle 1.10 veranschaulicht ein für die Studie relevantes tertiäres Gradientensystem mit den 
entsprechenden Flussraten.  
 
 
Abbildung 1-9 Quartäres Gradientensystem (modifiziert nach www.waters.com) 
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 Tabelle 1.10 
Tertiäre Gradienten (nach Herstellerangaben: Recipe Chemicals + 
Instruments GmbH, München) 
 
 Zeit [min] Mobile 
Phase %A 
Mobile 
Phase %B 
Mobile 
Phase %C 
Flußrate 
[ml/min] 
 
 0,0 100 0 0 1,2  
 0,5 100 0 0 1,2  
 10,0 60 40 0 1,2  
 10,1 0 0 100 2,0  
 14,0 0 0 100 2,0  
 14,1 100 0 0 2,0  
 19,0 100 0 0 2,0  
 19,1 100 0 0 1,2  
 20,0 100 0 0 1,2  
       
Da es unterschiedliche Zeitfenster für die Elution der Analyten auf Basis Lösungspolarität 
gibt, spricht man auch von Verzögerung oder Retention. Zusammengefasst bedeutet dies, dass 
die Analyten, die eine höhere Affinität zur stationären Phase als zur mobilen Phase aufweisen, 
später eluiert werden und deshalb eine retardierte Retentionszeit aufweisen. Tabelle 1.11 gibt 
eine Übersicht der relevanten Retentionszeiten. 
Neben der Separation ist die Detektion der nächste wichtige Aspekt, denn erst dadurch 
können die Analyten erfasst und in einem Chromatogramm durch eine Computer-gestützte 
Auswerteinheit visualisiert werden (siehe Kapitel 1.5.3). 
   
 Tabelle 1.11 
Retentionszeiten (nach Herstellungsangaben: Recipe Chemicals + 
Instruments GmbH, München) 
 
 Transferrin-Isoformen Retentionszeiten  
 Asilialotransferrin ca. 3,9 min  
 Disilaotransferrin ca. 6,2 min  
 Trisialotransferrin ca. 6,9 min  
 Tetrasioalotranferrin ca. 7,8 min  
 Pentasialotransferrin ca. 8,7 min  
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1.5.2. Detektoren 
Das Grundprinzip der Detektoren basiert darauf, in der Lösung enthaltene Substanzen zu 
registrieren, während diese die Trennsäule verlassen. Daher wird der Detektor unmittelbar 
nach der stationären Phase in Flussrichtung positioniert. Nach der Erfassung werden die 
Informationen in elektrische Signale umgewandelt und an eine Computer-gestützte 
Auswerteinheit weitergeleitet. Das Ergebnis der Datenverarbeitung ist ein Chromatogramm.  
Für die Wahl eines geeigneten Detektors sind die chemisch-physikalischen Eigenschaften der 
zu analysierenden Analyten von großer Bedeutung. Viele organische Substanzen können 
Licht einer definierten Wellenlänge absorbieren. Im Rahmen der vorliegenden 
Untersuchungen wurde ein UV/ VIS-Detektor mit Licht der definierten Wellenlänge von 
460nm eingesetzt. Das ausgesendete Licht führt auf atomarer Ebene zur Anregung der 
Valenzelektronen auf den äußeren Schalen der Atomhülle. Dadurch erreichen diese einen 
höheren Energiezustand. Bei der Rückkehr der Elektronen auf ihre ursprüngliche Position 
wird Energie freigesetzt, die in Form von Licht von der Photozelle des Detektors registriert 
und als elektrisches Signal zur Datenverarbeitung weitergeleitet wird. (Quelle: Recipe 
Chemicals + Instruments GmbH, München) 
1.5.3. Grundlagen des Chromatogramms 
Das Chromatogramm ist ein visualisierter Ausdruck der chromatographischen Trennung. 
Abbildung 1-10 veranschaulicht den charakteristischen Verlauf eines Chromatogramms zur 
Bestimmung von CDT im Serum. Die Maxima der Kurve (Peaks) sind Ausdruck des vom 
Detektor ausgesendeten elektrischen Signals. Die Basislinie beschreibt das Passieren der 
mobilen Phase ohne gebundene Substanzen durch die Photozelle. Die Peaks entsprechen den 
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detektierten Eluaten, ihre Position über der x-Achse entspricht der Retentionszeit. Jeder Peak 
kann einer bestimmten Transferrin-Isoform zugeordnet werden.  
 
 
Abbildung 1-10   Chromatogramm beim Gesunden: Auftragung der Signalintensität [mV] gegen die 
Retentionszeit [min] (Quelle: Recipe Chemicals + Instruments GmbH, München) 
 
Die quantitative Auswertung des Chromatogramms erfolgt nach der Flächenprozentmethode 
über die Peakfläche. Dabei ist die Peakfläche proportional zur Konzentration der Substanz, 
denn je höher die Konzentration einer Substanz im Eluat ist, desto stärker sind die Signale, die 
vom Detektor erfasst werden. Neben einer automatischen Ermittlung des prozentualen Anteils 
der Analyten am Gesamttransferrin im Serum durch die Auswerteinheit kann zugleich die 
Fläche unter der Kurve durch eine einfache Formel manuell berechnet werden (Abbildung 
1-11). 
 
 
Abbildung 1-11 Berechnung der CDT-Fraktion 
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2. Zielsetzung 
Die Entstehung einer durch chronische Hepatitis verursachten Leberfibrose kann auf den 
Mechanismus der epithelial-mesenechymalen Transition zurückgeführt werden. Die 
epithelial-mesenchymale Transition umfasst die Umwandlung der Leberparenchymzellen 
(Hepatozyten) in fibroblastenähnliche Zellen. Der zunehmende bindegewebssynthetisierende 
Effekt der transformierenden Hepatozyten kann die Entstehung des hepatozellulären 
Karzinoms begünstigen.  
Die klinische Erfassung der hepatozellulären Transformation durch die möglichen geeigneten 
Biomarker ist nicht genügend evaluiert. Daher befasst sich unsere Studie mit der 
Untersuchung der im menschlichen Serum vorkommenden Transferrin-Fraktionen und deren 
Verteilungsmuster abhängig von den Leberfibrose-Stadien und dem hepatozellulären 
Karzinom und vergleicht diese mit soliden Tumoren unterschiedlicher Ätiologie. Das Ziel 
unserer Untersuchung war die Evaluation einer geeigneten Transferrin-Isoform als 
potentieller Biomarker zur Charakterisierung der hepatozellulären Transformierung bei 
chronischen Lebererkrankungen, um daraus Rückschlüsse auf die Pathogenese des 
hepatozellulären Karzinoms auf Grundlage fibrogener Umstrukturierungen in der Leber zu 
ziehen.  
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3. Material und Methoden 
3.1. Probenmaterial 
Für die vorliegende Dissertationsschrift wurde Serum von Patienten  unterschiedlicher 
Kollektive (n=563) untersucht. Der Ausschluss eines chronischen Alkoholmissbrauchs wurde 
durch den standardisierten CAGE Fragebogen (engl. „Cut down“ „Annoyed“ „Guilt“ „Eye 
opener“) bestätigt [86]. In Tabelle 3.1 ist eine Übersicht der in die Studie einbezogenen 
Kollektive dargestellt. 
   
 Tabelle 3.1 
Übersicht über die untersuchten Kollektive 
 
 Untersuchte Patientengruppen Zusammenstellung  
 Gruppe 1 
 Normalkollektiv  
100 Proben 
Anzahl der Frauen: 42 
Anzahl der Männer 58 
Durchschnittliches Alter: 37 
 
 Gruppe 2 
Tumorpatienten  
71 Proben 
Anzahl der Männer: 51 
Anzahl der Frauen: 20  
Durchschnittliches Alter: 63 
 
 Gruppe 3 
Patienten mit Leberfibrose 
252 Proben 
Anzahl der Männer: 127 
Anzahl der Frauen: 125 
Durchschnittliches Alter: 48 
 
 Gruppe 4 
Normalkollektiv, China  
97 Proben 
Anzahl der Männer: 70 
Anzahl der Frauen: 27 
Durchschnittliches Alter: 28 
 
 Gruppe 5 
Patienten mit hepatozellulärem 
Karzinom (HCC), China 
43 Proben 
Anzahl der Männer: 39 
Anzahl der Frauen: 5 
Durchschnittliches Alter: 48 
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3.1.1. Gruppe 1 (Normalkollektiv) 
Für Gruppe 1 wurden 100 gesunde Probanden zur Erstellung eines Normwerts für 
Trisialotransferrin ausgewählt. Die Serumproben stammen aus dem Institut für 
Transfusionsmedizin des Universitätsklinikums der RWTH Aachen und wurden mit 
Einverständnis der Blutspender entnommen.  
   
 Tabelle 3.2 
Patientenfragebogen 
 
 Angaben zur Person 
Geschlecht: ( ) weiblich ( ) männlich Körperfettanteil (wenn bekannt):          % 
Alter:     Größe:          cm   Gewicht:         kg 
 
 Leben oder arbeiten Sie in einer Großstadt mit mehr als 100000 Einwohnern? ( ) ja ( ) nein  
 Üben Sie beruflich eine schwere körperliche Arbeit aus? ( ) ja ( ) nein  
 Treiben Sie Sport? ( ) ja ( ) nein 
Wenn JA, welchen Sport und wie oft in der Woche: 
 
 Rauchen Sie? ( ) ja ( ) nein  
 Wie beurteilen Ihren derzeitigen Stressfaktor (beruflich + privat)? ( ) niedrig ( ) mittel ( ) hoch  
 Konsumieren Sie Alkohol? ( ) nie ( ) selten  ( ) oft  
 Wie viel Wasser trinken Sie täglich? Liter  
 Trinken Sie regelmäßig Kaffee? Tassen ( ) ja ( ) nein  
 Wie sind Ihre Ernährungsgewohnheiten?  
Essen nie 1x/ Woche 
mehrmals/ 
Woche Täglich 
 nie 1x/ Woche 
mehrmals/ 
Woche täglich 
Obst ( ) ( ) ( ) ( ) Fleisch ( ) ( ) ( ) ( ) 
Gemüse ( ) ( ) ( ) ( ) Fisch ( ) ( ) ( ) ( ) 
Getreide 
Brot ( ) ( ) ( ) ( ) Käse ( ) ( ) ( ) ( ) 
Milch-
produkte ( ) ( ) ( ) ( ) 
Meeres-
früchte ( ) ( ) ( ) ( ) 
 
Eier ( ) ( ) ( ) ( )      
 
 Machen Sie gerade eine Diät? ( ) ja ( ) nein  
 Sonstige Angaben:  
 Größe und Gewicht dienen zur Erstellung des Body-Mass-Index (BMI).  
    
Die Wahl der Probanden erfolgte nach dem Zufallsprinzip unter den Spendern, die Auswahl 
der Spender nach den geläufigen Auswahlkriterien für die medizinische Blutspende (gesund, 
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18-60 Jahre, Körpergewicht ab 50 Kg, keine Gravidität). In der Gruppe wurden 42 weibliche 
Probanden mit einem Alter zwischen 22 und 66 Jahren sowie 58 männliche Probanden mit 
einer Alterspanne von 19 bis 66 Jahren erfasst. 
In Studien von Whitfield et al. konnte eine positive Korrelation zwischen ansteigender CDT-
Konzentration und sozioökonomischen Faktoren wie das Rauchen, BMI, diastolischer 
Bluthochdruck (>90 mmHg), Geschlecht und Alter bei gleichzeitiger Ethanol-Aufnahme 
demonstriert werden [52,87,88]. Zur Erfassung sozioökonomischer Faktoren erstellten wir 
daher einen Fragebogen, der von jedem Probanden zu beantworten war (siehe Tabelle 3.2). 
3.1.2. Gruppe 2 (Tumorpatienten) 
   
 Tabelle 3.3 
Fallzahl bezogen auf die Art des Malignoms 
 
 Diagnose Anzahl Diagnose Anzahl  
 Blasen-Ca 1 Gastrointestinaler 
Stromatumor (GIST) 
2  
 Leiomyosarkom 1 Liposarkom 2  
 Larynx-Ca /NSClC  1 Klatskin-Tumor 3  
 Müllerscher Mischtumor 1 Leberzellkarzinom (HCC) 3  
  Neuroendokriner 
Pankreasschwanztumor 
1 Spindelzellsarkom 3  
 Oropharynx-Ca 1 Nierenzelltumor 4  
 Ovarial-Ca 1 Pankreas-Ca 4  
 Rectum-Ca 1 Gallengangs-Ca 5  
 Rhabdomyosarkom 1 Magen-Ca  6  
 Schilddrüsen-Ca 1 Kleinzelliges 
Bronchialkarzinom (SCLC) 
6  
 Cervix-Ca  2 Ösophagus-Ca 8  
 Colon-Ca  2 Nicht-kleinzelliges 
Bronchialkarzinom (NSCLC) 
11  
      
Die Proben der Gruppe 2 stammten von Patienten mit malignem Tumorleiden und wurden in 
der medizinischen Klinik I des Universitätsklinikums Bonn gesammelt. Insgesamt wurden 71 
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Proben für die Untersuchung asserviert. Tabelle 3.3 gibt eine Übersicht über die Häufigkeit 
der verschiedenen Tumorentitäten. Die Anzahl der weiblichen Patienten umfasste 20 Proben, 
die Altersspanne lag zwischen 45 bis 83 Jahren, während auf die männlichen Patienten 58 
Proben entfielen. Das Alter lag hier zwischen 28 und 78 Jahren. 
3.1.3. Gruppe 3 (Patienten mit Leberfibrose) 
Die untersuchten Seren der insgesamt 252 Proben dieser Gruppe stammten von Patienten mit 
Hepatitis-C (HCV) induzierter Leberfibrose unterschiedlicher Fibrosierungs- (Staging) und 
Aktivitätsgrades (Grading), die an der Universitätsklinik Aachen, Köln und Berlin gesammelt 
wurden. Die Anzahl der weiblichen Probanden summierte sich auf insgesamt 125, mit einer 
Altersspanne zwischen 18 bis 85 Jahren, die der männlichen Spender auf 127 mit 18 bis 76 
Jahren. In Abhängigkeit vom Staging (der Fibrose) und Grading ergaben sich somit folgende 
Untergruppen basierend auf der Klassifikation nach METAVIR: F1: 82 Patienten; F2: 78 
Patienten; F3: 39 Patienten; F4: 54 Patienten und A1: 19 Patienten; A2: 59 Patienten; A3: 9 
Patienten.  
 
  
Abbildung 3-1 Untergruppen innerhalb des HCV Patientenkollektivs basierend auf der Klassifikation nach 
METAVIR (Staging [F1-F4] und Grading [A1-A3]); Angaben in Prozent 
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3.1.4. Gruppe 4 (Normalkollektiv, China) 
Die von einer mit uns kooperierenden chinesischen Arbeitsgruppe (Prof. Gao C., Dept. of 
Clinical Chemistry and Laboratory Medicine, Eastern Hepatobiliary Hospital [EHB], Second 
Military Medical University, Shanghai, China) zur Verfügung gestellten Proben wurden zur 
Erstellung eines Normalkollektivs für Trisialotransferrin bei Chinesen untersucht, um 
ethnische Differenzen als Störgröße in Bezug auf die in Gruppe 5 ermittelten Ergebnisse 
ausschließen zu können. Die Gruppe umfasste 97 Proben. Die Anzahl der männlichen 
Spender lag bei 70 Proben mit einer Altersspanne zwischen 20 bis 50 Jahren und der 
weiblichen Probanden bei 27 Proben, die zwischen 23 bis 36 Jahre alt waren. 
3.1.5. Gruppe 5 (Patienten mit hepatozellulärem Karzinom, China) 
Das Serum dieser Patientengruppe wurde ebenfalls von der chinesischen Arbeitsgruppe (Prof. 
Gao) zur Verfügung gestellt. Allen HCC lag eine HCV induzierte Leberzirrhose zugrunde. 
Die Anzahl der Personen, von denen Serumproben in die Untersuchung eingeschlossen 
wurden, betrug 43. Die Gruppe umfasst 5 weibliche Patienten mit einer Altersspanne von 36 
bis 59 Jahren und 39 männliche Patienten mit 7 bis 75 Jahren. 
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3.2. Probenvorbereitung (Präanalytik und Diagnosestellung) 
3.2.1. Blutprobengewinnung 
Die Entnahme der venösen Vollblutproben der Gruppen 1,2 und 3 erfolgte mittels etablierten 
Entnahmesystem (Serum-Gel 7,5ml, Sarsted-S-Monovette). Anschließend wurde das Blut für 
10min bei 4000g zentrifugiert (Sepatech Table Centrifuge Biofuge 15 R, Heraeus, Hanau). 
Anschließend wurde der Überstand unter ständiger Kühlung auf Eis mit autoklavierten 
Pipetten in Reaktionsgefäße zu 1000µl (Eppendorf, Hamburg) aliquotiert. Die erstellten 
Proben wurden dann bei -80°C gelagert. Die Proben der Gruppen 4 und 5 wurden als 
Serumbank von den chinesischen Kooperationspartnern (siehe 3.1.4) zur Verfügung gestellt, 
und ebenfalls bei -80°C gelagert. 
3.2.2. Histopathologische Untersuchung 
Für Gruppe 3 erfolgte eine histopathologische Sicherung der Leberfibrose einschließlich 
Staging und Grading. Das Gewebe wurde durch Leberpunktionsbiopsie gewonnen und nach 
Entnahme Formalin-fixiert. Einschlusskriterium für die weitere Verwendung des Materials 
war die Anzahl der im Biopsat angeschnittenen Portalfelder. Bei 0-1 Portalfeldern 
(insuffiziente Probe) und 2-5 Portalfeldern (grenzwertig) wurden die Präparate 
ausgeschlossen und bei über 6 Portalfeldern (suffiziente Probe) in die Untersuchung 
einbezogen [89]. Bei mehrmaligen Ansätzen wurde immer die erste Biopsie eines jeden 
Patienten zur Analyse verwendet. 
Zur Diagnose eines hepatozellulären Karzinoms wurden sowohl die histopathologische 
Aufarbeitung von Leberbiopsien als auch die Leber-Arteriographie herangezogen. Die 
feingewebliche Untersuchung ermöglichte Einteilungen nach TNM (pTNM, stage 1-3), 
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gemäß dem modifizierten Edmondson-Steiner-System (Grad I-IV) und unter dem 
Gesichtspunkt des histopathologischen Differenzierungsgrads (G1-G3). [90] 
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3.3. Analytik 
3.3.1. Gerätschaften 
Die Messungen wurden mit einem HPLC vom Typ Alliance 2690 Separations Module 
(Waters Corporation, Milford, MA, USA) und einem UV/ Vis-Detektor vom Typ Waters 
2487 Dual λ Absorbance Detector (Waters Corporation, Milford, MA, USA) mit einer 
gewählten Wellenlänge von 460 nm durchgeführt. Eine spezielle kieselbelegte 
Anionenaustauscher-Säule mit der Dimension 50x4.6 mm (Recipe Chemicals + Instruments 
GmbH, München) diente als analytische Trennsäule. Die Geräte wurden über die Millenium 
Software Version 3.2 (Waters Corporation, Milford, MA, USA) bedient. 
3.3.2. Verbrauchsmaterialien 
Zur Bestimmung von Trisialotransferrin wurde die Methode zur CDT-Analyse im Serum 
mittels HPLC eingesetzt. Zur Verwendung kam dabei das „ClinRep Komplettkit für CDT“ 
(Recipe Chemicals + Instruments GmbH, München). Die Einzelkomponenten bestehen aus 
den mobilen Phasen A, B und C, dem Stabilisierungsreagenz S, den Präzipitationsreagenzien 
P1und P2 sowie der Verdünnungslösung D. Als Testlösung wurde destilliertes Wasser 
(Ampuwa, Bad Homburg) verwendet. Die Kontrollproben mit der Bezeichnung „% CDT 
control set by HPLC“ (BIORAD, München) wurden entsprechend der von der Firma 
angegebenen Vorschriften vorbereitet, dabei sollten die Kontrollen vor dem Rekonstituieren 
30 Minuten bei Raumtemperatur stehen. Jedem Fläschchen wurde 1ml destilliertes Wasser 
beigemischt und bis zur vollständigen Rekonstitution des Lyophilisats 10 Minuten gewartet. 
Die Aliquote konnten dann bei -20 °C für maximal 12 Wochen gelagert werden. 
Zur Kontrolle wurde „%CDT control set by HPLC“ (BIORAD, München) eingesetzt. Dieses 
Produkt stammt aus humanem Blut unter Zusatz von humanen sowie nichthumanen 
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Bestandteilen. Die Lyophilisation dient zur Erhöhung der Stabilität des Produktes. Die zu 
untersuchenden Materialien werden in zwei Flaschen geliefert, die mit „CONTROL 1“ und 
„CONTROL 2“ gekennzeichnet sind. Die Disialotransferrin-Werte innerhalb der 
Akzeptanzbereiche sind in jeder Packungsbeilage für „CONTROL 1“ im gesunden Serum und 
für „CONTROL 2“ im pathologischen Bereich angegeben, so dass eine Qualitätskontrolle zur 
Dokumentation und Präzision der Untersuchungsvorgänge ermöglicht wird. Tabelle 3.4 gibt 
einen Überblick über die für die Studie relevanten Akzeptanzbereiche.  
   
 Tabelle 3.4 
Die Konzentration der %CDT CONTROL (nach Herstellungsangaben, Fa. 
BIORAD, München, Deutschland) 
 
  CONTROL 1 CONTROL 2  
  Mean 
Value[%] 
Acceptable 
Range [%] 
Mean 
Value 
[%] 
Acceptable 
Range [%] 
 
 Disialotransferrin 1,3 0,6-2,0 3,7 2,8-4,6  
  + 1,0 mL dist. H2O + 1,0 mL dist. H2O  
     
3.3.3. Versuchsdurchführung 
Die Kontrollproben mit der Bezeichnung „% CDT control set by HPLC“ (BIORAD, 
München) wurden entsprechend der von der Firma angegebenen Vorschriften vorbereitet, 
dabei sollten die Kontrollen vor dem Rekonstituieren 30 Minuten bei Raumtemperatur stehen. 
Jedem Fläschchen wurde 1ml destilliertes Wasser beigemischt und bis zur vollständigen 
Rekonstitution des Lyophilisats 10 Minuten gewartet. Die Aliquote konnten dann bei -20 °C 
für maximal 12 Wochen gelagert werden 
Die Probenvorbereitung dient zur selektiven Abtrennung des Serums von Lipid- und 
Proteinbestandteilen, weiterhin muss zur Analyse von CDT ein einheitlicher 
Beladungszustand der Transferrinmoleküle mit Fe3+ vorliegen (Quelle: Recipe Chemicals + 
Instruments GmbH, München). Hierzu wurde 150µl der Serum- oder Kontrollprobe in ein 
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Reaktionsgefäß gegeben. Ein Gemisch des Präzipitationsreagenzien P1 und P2 in einer 
Menge von 10µl und 30µl sowie das Stabilisierungsreagenz wurden dazu pipettiert. Tabelle 
3.5 veranschaulicht, in welchem Verhältnis die Präzipitationsreagenzien abhängig von der 
Anzahl der zu untersuchenden Proben gemischt werden. Anschließend wurden die Proben auf 
einem Vortex-Mischer für 30 sec. gemischt und bei 4°C im Dunkeln für mindestens 30 
Minuten inkubiert. 
   
 Tabelle 3.5  
Mischung der Präzipitationsreagenzien  (nach Herstellungsangaben: Recipe 
Chemicals + Instruments GmbH, München) 
 
 Probenanzahl  Volumen 
P1 
Volumen 
P2 
Zugabevolumen  P1+P2 pro 
Probe 
 
 5 10 µl 50   µl 10 µl  
 10 20 µl 100 µl 10 µl  
 15 30 µl 150 µl 10 µl  
 20 40 µl 200 µl 10 µl  
      
Nach der Inkubation wurden die Proben für 5 Minuten bei einer Umdrehung von 13000g 
zentrifugiert. Von dem gewonnenen Überstand wurden 100µl in ein Reaktionsgefäß, das 
bereits 1ml Verdünnungslösung D enthält, pipettiert und so um den Faktor 10 verdünnt. Es 
folgte ein kurzes Durchmischen auf dem Vortex-Mischer. Das Injektionsvolumen für die 
HPLC Analyse betrug 400-500µl des verdünnten Materials. Diese Menge wurde in dafür 
vorgesehene Injektionsflaschen (1,5ml KGW-Flasche, Braun) pipettiert und zur Analyse für 
die HPLC-Anlage bereitgestellt. 
Vor jedem Analysevorgang musste das HPLC-System bei angeschaltetem Detektor mit den 
Mobilphasen A, B, und C nacheinander bei einem Fluss von 2,0 ml/min für eine vorgegebene 
Zeit äquilibriert werden. Nach der Installation der Säule in Flussrichtung bei ausgeschalteter 
Pumpe wurde erneut die Mobilphase A mit einer konstanten Geschwindigkeit von 2,0 ml/min 
durch das System gepumpt. Zum Beginn jedes Untersuchungsvorgangs wurde zunächst ein 
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Testlauf durchgeführt, hierzu wurde destilliertes Wasser (Ampuwa, Bad Homburg) benutzt. 
Erst dann wurden die Kontrollproben und die zu analysierenden Aliquote in die HPLC-
Anlage injiziert. Nach Beenden der Analyseserie wurde das System bei konstanter Flussrate 
von 300 ml/min mit der Mobilphase B auf Stand-By Modus umgestellt. Der Detektor wurde 
ausgeschaltet, um einen vorzeitigen Defekt der Lampe zu vermeiden. Die Auswertung der 
Analyse erfolgt am Rechner automatisch mit der Millenium Software Version 3.2 (Waters, 
Milford, MA, USA) (siehe Kapitel 3.4). 
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3.4. Datensammlung und Auswertung 
3.4.1. Datensammlung und Datendarstellung 
Die Bestimmung der Transferrin-Isoformen erfolgte mittels HPLC unter Verwendung des 
„ClinRep Komplettkit für CDT“ (Recipe Chemicals + Instruments GmbH, München) zur 
CDT-Analyse im Serum. Die Peak Integration der Chromatogramme wurde mit Hilfe einer 
Analysesoftware (Millenium Software, Version 3.2, Waters, Milford, MA, USA) unter 
Verwendung des „valley-to-valley“-Verfahrens durchgeführt. Dabei wurde für jede 
Transferrin-Fraktion der Anteil am Gesamtserumtransferrin aus der Kurve ermittelt. 
Transferrin-Werte ≤ 1,7% wurden als normwertig betrachtet. 
In einer kürzlich veröffentlichten Mitteilung empfiehlt die IFCC ( International Federation of 
Clinical Chemistry and Laboratory Medicine) eine „baseline”-Integration zur Auswertung der 
Chromatogramme [91]. Da diese Empfehlung erst nach Abschluss des experimentellen Teils 
dieser Dissertation veröffentlicht wurde und somit nicht Teil des Studienprotokolls war, 
konnte dieser Aspekt nicht in unsere Auswertung einbezogen werden. Ferner wurden dieser 
Dissertationsarbeit vorausgehend vergleichende Untersuchungen zur Auswertung von CDT-
Konzentrationen mittels „valley-to-valley“- und „baseline“-Integration mit über 200 
Serumproben, die vorher zur Routine-Untersuchung im hiesigen Zentrallabor gemessen 
wurden, durchgeführt. Diese Untersuchungen zeigte keine klinisch signifikanten Unterschiede 
zwischen den beiden Integrationsmethoden (Passing-Bablok-Regression „baseline“-
Integration= 0,96x „valley-to-valley-Integration“ – 0,05; mittlere Differenz +0,1% zwischen 
„valley-to-valley“- und „baseline“-Integration [z.B. 1,9% vs. 2,0% CDT]; nicht publizierte 
Daten). 
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3.4.2. Statistische Methoden 
Die Eingabe, Auswertung und Darstellung der Daten erfolgte mit Excel 2007 (Microsoft, 
Redmond, USA). Die statistischen Analysen wurden mit SAS für Windows, Version 9.1 
(SAS Institute, Cary, NC, USA) durchgeführt.  
Die kategorialen Daten wurden als absolute Häufigkeiten angegeben. Für das Gesamt-
Transferrin sowie für die einzelnen Fraktionen der Transferrin-Isoformen wurden die 
Mittelwerte mit Standardabweichung und 95%-Konfidenzintervall für den Mittelwert 
berechnet. Mittelwerte und 95%-Konfidenzintervalle für verschiedene Patientengruppen 
wurden grafisch dargestellt. Der t-Test wurde zum paarweisen Vergleich der Transferrin-
Isoform-Fraktionen verschiedener Patientengruppen angewendet. Die Beurteilung dieser 
Daten, ebenso wie die explorative Datenanalyse, erfolgte auf einem Signifikanzniveau von p 
≤ 0,05. 
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4. Ergebnisse 
4.1. Bestimmung der relativen Di-, Tri-, Tetra-, und 
Pentasialotransferrin-Konzentrationen am Gesamt-Transferrin 
im Serum des gesunden Probanden (Gruppe 1). 
Einen Überblick über den geschätzten 95% Referenzbereich der Serumkonzentrationen von 
Di-, Tri-, Tetra- und Pentasialotransferrin sowie des Gesamttransferrins gibt die Tabelle 4.1.  
   
 Tabelle 4.1 
Die empirische Verteilung der CDT-Fraktionen 
 
  Geschätzter 95% Referenzbereich  
  2,5% Perzentil 97,5% Perzentil  
 Disialotransferrin (%) 0,68 1,75  
 Tirsialotransferrin (%) 2,24 6,90  
 Tetrasialotransferrin (%) 81,38 88,64  
 Pentasilaotransferrin (%) 6,13 13,17  
 Gesamttransferrin (g/L) 2,09 5,10  
     
Vereinzelte Vorarbeiten lassen einen Zusammenhang zwischen Verteilung der Transferrin-
Fraktionen und verschiedenen sozio-ökonomischen Faktoren wie Geschlecht, Wohnort, 
berufliche Belastung, Stress, Sport, Ernährungsgewohnheiten und Risikofaktoren (Rauchen, 
Alkohol) vermuten, welche daher im Rahmen dieser Dissertation zunächst eingehend mittels 
explorativer Statistik analysiert wurden. Die sozio-ökonomischen Daten stammten aus einem 
spezifischen Fragebogen, den jeder der Probanden aus der Gruppe 1 ausfüllen musste (siehe 
Kapitel 3.1.1).  
Weibliche Probanden hatten im Vergleich zu männlichen Probanden signifikant höhere Tri- 
und Pentasialotransferrinwerte (p = 0,0094 bzw. p < 0,0001), wohingegen für 
Disialotranferrin keine Geschlechtsabhängigkeit bestand. Ein Anstieg der 
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Disialotransferrinwerte konnte bei Probanden mit fettreicher Ernährung (p = 0,0164) sowie zu 
erwarten bei erhöhtem Alkoholkonsum (p = 0,0006) [52,61,62,65,80,92,93] beobachtet 
werden. Rauchen ging mit signifikanter Abnahme des Trisilaotransferrins einher (p = 0,0325), 
während fortgesetzte Stressexposition (p = 0,0222) wie auch eine proteinreiche Ernährung (p 
= 0,0456) mit Zunahme des Trisialotransferrin verbunden war. Zwischen BMI-Index und den 
Transferrin-Fraktionen Tri- und Pentasialotransferrin zeigte sich eine inverse Korrelation 
(BMI, p =  0,0397 bzw. p = 0,119). Eine Zusammenfassung der Ergebnisse aller untersuchten 
Parameter ist in Tabelle 4.2 dargestellt. 
 
Tabelle 4.2 
Auswertung der Fragebögen 
 
N 
 
p 
Trisialo 
R 
Trisialo 
p 
Disialo 
r 
Disialo 
P 
Pentasialo 
r 
Pentasialo 
Geschlecht 2 0,0094  0,0641  <0,0001  
Alter (Jahr) - 0,7079 0,0377 0,5214 -0,0665 0,8342 -0,0214 
BMI (kg vs. m2) - 0,0397 -0,2082 0,3850 0,3850 0,0119 -0,2557 
städt. vs. ländl. Wohnort 2 0,1585  0,6791  0,8868  
Die körperl. Belastung 
im Beruf (s vs. g) 2 0,6844  0,2097  0,1462  
Sport (ja vs. nein)   2 0,5956  0,0796  0,6727  
Raucher vs. 
Nichtraucher 2 0,0325  0,0650  0,4896  
Stress (h vs. m vs. g) 3 0,0222  0,5979  0,8655  
Kaffeekonsum (h vs. g) 2 0,5332  0,7880  0,4157  
Alkoholkonsum (h vs. m 
vs. g) 3 0,5644  0,0006  0,6006  
Wasserkonsum - 0,9930 0,0009 0,7436 -0,0338 0,2529 -0,1172 
Proteinkonsum (h vs. g) 2 0,0465  0,3991  0,1178  
Zuckerkonsum (h vs. g) 2 0,7761  0,0530  0,3916  
Fettkonsum (h vs. g) 2 0,4012  0,0164  0,6257  
Vitaminkonsum  
(h vs. m vs. g) 3 0,5605  0,0886  0,1740  
Diät (ja vs. nein) 2 0,4251  0,7878  0,9369  
h = hoch; m = mittel; g = gering; s = stark; 
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Abbildung 4-1 erläutert mithilfe eines Streudiagramms sowie Regressionsgeraden, dass eine 
negative lineare Korrelation zwischen des jeweiligen Anteils der Transferrin-Isoformen 
Trisialo- (A) und Pentasialotransferrin (B) im Serum und dem BMI in der Gruppe 1 bestand. 
Probanden mit niedrigerem BMI wiesen signifikant höhere Werte für die beide Fraktionen auf 
(Trisialotransferrin: r = -0,2028, p= 0,04; Pentasialotransferrin: r =  -0,2557, p = 0,012). 
 
 
Abbildung 4-1 Korrelation der Serumkonzentration von Tri- (A) und Pentasialotransferrin (B) und Body-
Mass-Index (BMI) in der Kontrollgruppe gesunder Probanden (Gruppe 1). 
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4.2. Bestimmung der relativen Di-, Tri-, Tetra-, und 
Pentasialotransferrin-Konzentrationen bei Patienten mit soliden 
Tumoren unterschiedlicher Ätiologie (Gruppe 2) 
Die initiale Fragestellung war, ob im Rahmen maligner Neoplasien unterschiedlicher 
Ätiologie differentielle  Verteilungsmuster der einzelnen Transferrin-Isoformen, insbesondere 
des Trisialotranferrins, zueinander nachzuweisen sind. 
Trisialotransferrin-Anteil war bei der Patienten mit soliden Tumoren (n = 71) im Vergleich 
zur gesunden Kontrollgruppe signifikant herabgesetzt (p = 0,0002). Der höchste ermittelte 
Mittelwert für Trisialotransferrin (5,96 ± 4,1%) wurde hier bei Patienten mit der Diagnose 
einer hepatobiliären Neubildung festgestellt, während dieser Mittelwert der Kontrollgruppe 
4,15 ± 0,2% beträgt. Auch im Vergleich zu Probanden mit mesenchymalen Tumoren 
(p=0,043, n=9), Tumoren des gastrointestinalen Systems (p= 0,024, n=16) oder des Hals-
Nasen-Ohren-Bereichs und der Lunge (p=0,0008, n=28) sind die Trisialotransferrinwerte 
signifikant erhöht. Keine signifikante Differenz des Trisialotransferrin-Anteils konnte 
zwischen Patienten mit hepatobiliären und urogenitalen Malignomen (p= 0,13, n= 10) sowie 
zwischen verschiedenen nicht hepatobiliären Tumortypen gefunden werden. 
Der Disialotransferrin-Anteil war bei Tumorpatienten im Vergleich zum Normalkollektiv nur 
gering, jedoch signifikant erhöht (p = 0,048). Im Unterschied zu Trisialotransferrin wurden 
bei Disialotransferrin keine Unterschiede innerhalb der verschiedenen Tumoren beobachtet.  
Für Pentasialotransferrin ist die Abweichung zum Normalkollektiv deutlicher (p= 0,001), lässt 
jedoch auch hier keine Unterschiede innerhalb der Tumorsubgruppen erkennen. 
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Abbildung 4-2 Vergleich der Di- (A), Tri- (B) und Pentasialotransferrin –Konzentrationen (C) bei Patienten 
mit soliden Tumoren unterschiedlicher Ätiologie (n = 71): Normalkollektiv: (engl. Healthy), 
Malignome des Urogenitaltrakts (Uro), Malignome des Bindegewebes (CT), gastrointestinale 
Malignome (Ga), hepatobiliäre Malignome (Hepatic), Malignome von Ohr, Nase, Zunge und 
Lunge (Pulmo). 
 
Tabelle 4.3 gibt einen Überblick über die Mittelwerte von Di-, Tri- und Pentasialotransferrin 
in Abhängigkeit von den verschiedenen Tumorentitäten. Die Abbildung 4-2 veranschaulicht 
die Differenzen der relativen Di-, Tri- und Pentasialotransferrin-Konzentrationen zwischen 
den verschiedenen Tumortypen anhand von Box-plot-Diagrammen unter Angabe des 
Signifikanzwerts (*: p < 0,05, **: p < 0,005). 
 
Tabelle 4.3 
Tumorkollektiv - Mittelwerte und der geschätzte 95% Referenzbereich 
 Kontrolle Urogenital Binde-gewebe Gastrointestinal 
Hepatobillär/ 
Pankreas 
Ohr/Nase/ 
Zunge/Lunge 
Disialo-
transferrin 
(%) 
1,14 
(1,09-1,19) 
1,21 
(0,83-1,59) 
1,18 
(0,99-1,37) 
1,27 
(0,97-1,56) 
1,76 
(0,44-3,07) 
1,23 
(1,05-1,43) 
Trisialo-
transferrin 
(%) 
4,15 
(3,92-4,38) 
3,58 
(2,30-4,86) 
2,65 
(2,12-3,17) 
3,11 
(2,47-3,75) 
5,96 
(1,86-10,06) 
2,36 
(2,21-3,06) 
Pentasialo-
transferrin 
(%) 
8,65 
(8,30-9,01) 
11,21 
(9,07-13,36) 
9,02 
(7,84-10,19) 
10,48 
(8,89-12,08) 
9,71 
(7,07-12,36) 
10,23 
(9,31-11,16) 
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4.3. Relative Di-, Tri-, Tetra-, und Pentasialotransferrin-
Konzentrationen bei der chinesischen Patientengruppe mit 
hepatozellulärem Karzinom (Gruppe 5) im Vergleich zur 
Kontrollgruppe gesunder Chinesen (Gruppe 4) 
Wie aus dem vorherigen Abschnitt zu entnehmen ist, zeigt sich eine signifikant erhöhte %-
Trisialotransferrin-Konzentration im Serum von Patienten mit Tumoren des hepatobiliären 
Systems, so dass wir im weiteren Verlauf unsere Untersuchungen auf Verschiebungen des 
Trisialotransferrin-Anteils in Patienten mit hepatozellulärem Karzinom aus der Volksrepublik 
China fokussiert haben. Diese Region ist bekannt für eine hohe Prävalenz dieser Malignom-
Entität [69]. Um ethnische und statistische Interferenzen zu vermeiden, haben wir daher 
zusätzlich ein Kollektiv aus gesunden chinesischen Probanden als Referenzgruppe 
hinzugezogen.  
Tabelle 4.4 und Tabelle 4.5 geben den geschätzten 95%-Referenzbereich für die relativen Di-, 
Tri-, Tetra- und Pentasialotransferrin-Konzentrationen des Normalkollektivs (Tabelle 4.4) 
sowie für die Patientengruppe mit hepatozellulärem Karzinom (Tabelle 4.5) an. 
   
 Tabelle 4.4 
Verteilung der Transferrin-Isoformen für das gesunde chinesische 
Normalkollektiv 
 
  Geschätzter 95% Referenzbereich  
  2.5% Perzentil 97.5% Perzentil  
 Disialotransferrin (%) 0,31 0,44  
 Trisialotransferrin (%) 2,52 2,90  
 Tetrasialotansferrin (%) 91,09 91,93  
 Pentasialotansferrin (%) 5,00 5,78  
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Der Mittelwert für den Trisialotranferrin-Anteil im Serum der Patienten mit hepatozellulärem 
Karzinom lag bei 3,7± 1,1 % geschätzt. Wir konnten eine signifikante Zunahme des %- Di-, 
Tri- und Pentasialotransferrins im Serum von HCC-Patienten im Vergleich zur 
Kontrollgruppe feststellen (p< 0,0001, Abbildung 4-3). Dabei konnten wir keinen 
Zusammenhang zwischen der Erhöhung (einzelner Transferrin-Fraktionen) insbesondere von 
%-Trisilaotransferrin im Serum und dem Krankheitsstadium, numerisch quantifiziert mittels 
TNM-Klassifikation (p TNM, stage 1-3), histopathologischem Grading nach Edmondson-
Steiner (I-IV) oder histopathologischer Differenzierung (1-3), feststellen.  
 
 
Abbildung 4-3  Di- (A), Tri- (B) und Pentasiolotransferrin –Konzentrationen (C) bei Patienten mit HCC so- 
wie  gesunden Probanden.: Normalkollektiv: (engl. Healthy), hepatozelluläres Karzinom   
(HCC) 
 
Des Weiteren konnte auch keine Korrelation zwischen %-Trisialotransferrin und dem Verlauf 
unterschiedlicher Tumormarker wie CEA (Carcino-Embryonales-Antigen), AFP (alpha-Feto-
Protein) oder CA 19-9 beobachtet werden. Das Vorliegen der TGF-ß1-Genpolymorphismen  
   
 Tabelle 4.5 
Verteilung der Transferrin-Isoformen für das kranke chinesische 
Patientengut 
 
  Geschätzter 95% Referenzbereich  
  2.5% Perzentil 97.5% Perzentil  
 Disialotransferrin (%) 1,00 1,31  
 Trisialotransferrin (%) 3,35 4,02  
 Tetrasialotransferrin (%) 85,33 86,44  
 Pentasialotransferrin (%) 8,93 9,63  
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(-509 [C oder T] und +869 [C oder T, Codon 10]), die mit reduziertem Risiko für die 
Entstehung eines HCC bei chronischer Hepatitis B assoziiert sind [94], hatten keinen Einfluss 
auf %-Trisialotransferrin im Serum. 
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4.4. Bestimmung der relativen Di-, Tri-, Tetra-, und 
Pentasialotransferrrin-Konzentrationen bei Patienten mit 
Leberfibrose und –zirrhose bei Hepatitis C Infektion (Gruppe 3) 
im Vergleich zu gesunden Probanden (Gruppe 1) 
Dieser Abschnitt befasst sich mit der relativen Konzentration der einzelnen Transferrin-
Fraktionen im Serum von Patienten mit HCV bedingter Leberfibrose, die bekanntlich zur 
Entstehung eines HCC beitragen kann. Die Stadieneinteilung der Fibrose wurde nach dem 
Scoring-System METAVIR vorgenommen, dabei hat man jeweils das Staging 
(Fibroseaumsaß) und Grading (fibrogene Aktivität) der histopathologischen Schnitte 
bestimmt. Tabelle 4.6 gibt einen Überblick über den geschätzten 95% Referenzbereich sowie 
den Mittelwert für die jeweiligen Anteile der Transferrin-Isoformen für den Vergleich 
zwischen Kontrollgruppe und Probanden mit Leberfibrose unterschiedlichen Ausmaßes 
(Staging; F1-F4).  
 
Tabelle 4.6 
Kontrolle vs. HCV infizierte Patienten mit unterschiedlichem Fibroseausmaß - 
Mittelwerte und der geschätzte 95% Referenzbereich 
 Kontrolle F1 F2 F3 F4 (Zirrhose) 
Disialo-
transferrin 
(%) 
1,14 
(1,09-1,19) 
0,95 
(0,87-1,03) 
0,97 
(0,90-1,04) 
0,97 
(0,85-1,08) 
0,94 
(0,85-1,04) 
Trisialo-
transferrin 
(%) 
4,15 
(3,92-4,38) 
1,74 
(1,50-1,98) 
2,12 
(1,81-2,45) 
2,59 
(2,18-3,01) 
4,93 
(4,24-5,64) 
Pentasialo-
transferrin 
(%) 
8,65 
(8,30-9,01) 
5,86 
(5,44-6,29) 
6,68 
(6,12-7,23) 
7,29 
(6,47-8,12) 
6,20 
(5,62-6,77) 
      
In Tabelle 4.7 sind die Transferrin-Isoformen-Anteile in Abhängigkeit von fibrogener 
Aktivität (Grading; A1-A3) aufgeführt. Der Mittelwert für %-Trisiaoltransferrin im Serum 
von Patienten mit Hepatitis C betrug 2,7% (± 2,0%). 
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Tabelle 4.7 
Kontrolle vs. Hepatitis C infizierte Patienten mit unterschiedlicher 
Entzündungsaktivität - Mittelwerte und der geschätzte 95% 
Referenzbereich 
 Kontrolle A1 A2 A3 
Disialo-
transferrin 
(%) 
1,14 
(1,09-1,19) 
1,02 
(0,89-1,15) 
1,06 
(0,99-1,14) 
0,98 
(0,84-1,12) 
Trisialo-
transferrin 
(%) 
4,15 
(3,92-4,38) 
1,57 
(1,18-1,96) 
2,03 
(1,75-2,30) 
3,93 
(2,13-5,73) 
Pentasialo-
transferrin 
(%) 
8,65 
(8,30-9,01) 
6,04 
(5,19-6,88) 
6,29 
(5,89-6,68) 
7,02 
(6,04-8,00) 
     
Der Vergleich zwischen Normalkollektiv und Patienten mit Leberfibrose zeigte insgesamt 
eine signifikante Reduktion von %-Trisialotransferrin (bzw. aller Transferrin-Fraktionen) bei 
den Erkrankten (jeweils p<0,0005). Die relative Trisialotransferrin-Konzentration (Abbildung 
4-4 B) nimmt jedoch mit Progredienz der Fibrose, in Abhängigkeit vom METAVIR-Staging 
(F1, F2 und F3 jeweils p<0,0001 vs. gesunde Kontrollgruppe), zu.  
Keine signifikanten Unterschiede  bezüglich von %-Triasilotransferrin gab es zwischen 
Stadium F1 und F2 wie auch zwischen F2 und F3. Hingegen ergaben die statistischen 
Kalkulationen signifikante Unterschiede zwischen F1 und F3 (p=0,0002), F1 und F4 
(p<0,0001), F2 und F4 (p<0,0001) sowie zwischen F3 und F4 (p<0,0001). Bemerkenswert 
war die deutlich, signifikante Erhöhung der Werte von Trisialotransferrin bei Patienten mit 
Stadium F4 (p=0,0098) gegenüber der gesunden Kontrollgruppe. 
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Abbildung 4-4 Auftragung der Di- (A), Tri- (B) und Pentasialotransferrin-Konzentrationen (C) von Patienten 
mit HCV-bedingter Leberfibrose (linke Spalte) gegen die Werte eines Normalkollektivs (engl. 
Healthy) sowie gegen Staging (mittlere Spalte; F1-F4) und Grading (rechte Spalte, A1-A3) 
gemäß METAVIR-Klassifikation. Signifikanzniveau: * =  p < 0,05; ** = p < 0,005; *** = p < 
0,0001. 
 
Der paarweise Vergleich des Transferrin-Anteils in Abhängigkeit von der fibrogenen 
Aktivität zeigte für A1 und A2 jeweils eine signifikant niedrigere %-Trisialotransferrin-
Konzentration als bei der Kontrollgruppe (jeweils p<0,0001). Allerdings war für Stadium A3 
kein signifikanter Unterschied festzustellen. Für die Stadien A1 und A2 ergab sich jeweils 
eine signifikant geringere Trisialotransferrin-Konzentration als für A3 (p=0,0005 und 
p=0,0001), während keine signifikante Differenz zwischen A1 und A2 zu finden war.  
Bei der Stadien-bezogenen Auswertung des Disialotransferrin-Anteils (Abbildung 4-4 A) 
konnten weder für das METAVIR-Staging (F1-F4) noch für das -Grading (A1-A3) 
signifikante Unterschiede erarbeitet werden. Demgegenüber waren bei Patienten mit 
Leberfibrose entsprechend Stadium F1 nach METAVIR signifikant niedrigere 
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Pentasialotransferrin-Anteile (Abbildung 4-4 C) nachweisbar, als bei solchen mit Stadium F2 
(p=0,021) oder F3 (p=0,0009). Zudem weist die F3-Gruppe signifikant erhöhte Werte 
gegenüber der F4-Gruppe auf (p=0,0261).  
Statistisch konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Stadien der 
fibrogenen Aktivität (A1-A3) bezüglich der Pentasialotransferrin-Anteile nachgewiesen 
werden.  
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5. Diskussion 
Hepatozyten der tierischen und humanen Leber sind an der Synthese der extrazellulären 
Matrix im Rahmen der Fibrogenese selbst nicht direkt und aktiv beteiligt, doch stellt die 
Parenchymzellschädigung unterschiedlichen Schweregrades das Initiations- und 
Perpetuationsereignis der Fibrosierung des chronisch geschädigten Organs dar. Dabei wird 
nach bisherigem Verständnis der konsekutiven Entzündungsreaktion die Mittlerrolle zwischen 
Hepatozytenschädigung und Aktivierung der profibrogenen, eng benachbarten HSC 
zugeschrieben.  
Jedoch gewinnt er zunehmend auch an pathophysiologischer Bedeutung in seiner Rolle als 
Ausgangszelle der seit einiger Zeit als supportiver Fibrose- und Karzinogenesemechanismus 
viel diskutierten epithelial-mesenchymalen Transition (EMT) von Leberparenchymzellen in 
apoptoseresistente, bindgewebssynthetisierende Zellen. Dieser Prozess wird v.a. durch das 
profibrogene Masterzytokin TGF-β induziert, während ein anderes Mitglied der TGF-β-
Superfamilie, das „bone morphogenetic protein“ (BMP), antagonistisch wirkt. 
Murawaki et al. werteten die CDT-Werte im Serum von insgesamt 207 Patienten mit 
alkoholischer Lebererkrankung, viral induzierter Leberzirrhose und hepatozellulärem 
Karzinom aus und konnten insgesamt einen Anstieg von %-CDT im Serum dieser Patienten 
belegen. Durchschnittlich war der prozentuale CDT-Anteil bei Alkohol induzierter 
Leberfibrose um das 1,8 fache, bei Alkohol induzierter Leberzirrhose um das 3,8 fache und 
bei viral bedingter Leberzirrhose um das 2,0 fache im Vergleich zur Kontrollgruppe erhöht. 
Im Serum der Probanden mit hepatozellulärem Karzinom konnten sie eine Erhöhung von %-
CDT um das 2,5 fache feststellen [69]. Diese Ergebnisse widersprechen nicht unserer 
Beobachtung, jedoch wurden in dieser Arbeit weder die CDT-Werte differenziert auf einzelne 
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Transferrin-Isoformen bezogen ausgewertet, noch hat man frühere Stadien der Leberfibrose 
(METAVIR: F1 - F3) in die Studie einbezogen.  
Die relevante Aussage dieser Dissertation konzentriert sich auf die Veränderungen der 
relativen Trisialotransferrin-Konzentration im Serum bezogen auf die unterschiedlichen 
Entwicklungsstadien der Leberfibrose bis hin zur Entwicklung eines hepatozellulären 
Karzinoms, da die relativen Disialo-, und Pentasialotransferrin-Konzentrationen im Serum im 
Krankheitsverlauf unbeeinträchtigt blieben. Wir beobachteten zunächst einen im Vergleich zu 
den gesunden Probanden geringeren %-Trisialotransferrin-Anteil im Serum der Patienten mit 
frühem Fibrose-Stadium (METAVIR F1) und geringerer fibrogener Aktivität (METAVIR 
A1). Hiervon ausgehend korrelierte der Anstieg des %-Trisialotransferrin-Anteils im Serum 
mit einem Anstieg von Staging und Grading, wobei die höchsten Werte im Serum der 
Patienten mit hepatozellulärem Karzinom gemessen wurden. Eine ähnliche Dynamik wurde 
weder für den Disialo- noch für den Pentasialotransferrin-Anteil beobachtet. Der 
Mechanismus, der diese Konzentrationsschwankung von %-Trisialotransferrin im Rahmen 
der chronischen Lebererkrankungen beeinflusst, ist noch nicht ausreichend erforscht.  
Transferrin als das wichtigste Eisen-Transport-Protein wird hauptsächlich in den Hepatozyten 
synthetisiert. Die Synthese der N-glykosidischen Kohlenhydratkette des Glykoproteins wird 
im Golgi-Apparat der Zelle vollzogen. An diesem Vorgang sind Enzyme, die der Gruppe der 
Glykosyltransferasen angehören, beteiligt. [52]  
Die Variabilität der CDT-Konzentrationen bei chronischer Lebererkrankung könnte daher auf 
einen verminderten Katabolismus der Glykosyltransferase und eine erhöhte Aktivität von 
spezifischen Glykosidasen, Behinderung des Transports von Synthese-Vorstufen oder andere 
Mechanismen während der fibrotischen Reorganisation des Organs zurückzuführen sein. [61]  
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Unsere Ergebnisse dokumentieren eindeutig eine deutliche Veränderung des %-
Trisialotransferrin-Anteils in der pathogenetischen Sequenz von der Leberfibrose zum HCC 
während %-Di- und %-Pentasialotransferrin-Konzentration kaum variieren. Diese Messungen 
deuten darauf hin, dass sowohl Sialinisierung als auch Glykosylierung der Transferrine durch 
die hepatische Fibrogenese beeinträchtigt sein könnten. 
Die hepatozelluläre Transdifferenzierung von epithelialen Zellen zu fibroblastenähnlichen 
Zellen (EMT) gilt heute als einer der wichtigsten Mechanismen im Rahmen der 
Leberfibrogenese. [38,40,44,51].  
Basierend auf diesem Modell könnte einen Zusammenhang zwischen den %-
Trisialotransferrin-Konzentrationen und dem Trans-/ Dedifferenzierungsgrad der Hepatozyten 
bestehen: Je niedriger das Stadium des fibrotischen Umbaus oder die fibrogene Aktivität, 
umso geringer der Trisialotransferrin-Anteil im Serum. Die %-Trisialotransferrin-
Konzentration im Serum der Patienten mit frühem Fibrose-Stadium ist gegenüber den 
gesunden Probanden unerwartet reduziert. Jedoch zeigt sich eine kontinuierliche Zunahme des 
Trisialotransferrin-Anteils im Rahmen der Fibroseprogression. Im Vergleich zur 
Kontrollgruppe finden sich gar erhöhte Werte bei Patienten, die an HCC leiden. 
Der Aktivitätsgrad von hepatozellulären Glykosyltransferasen, Sialyltransferasen und 
hepatischen Sialidasen könnte in unterschiedlichem Ausmaß abhängig vom Fibrose-Stadium 
sein, so dass die komplexen Vorgänge der Protein-Sialinisierung und der -Glykosylierung 
möglicherweise einerseits dem Grad der Transdifferenzierung der Hepatozyten und 
andererseits einer erhöhten entzündungsbedingten Zellaktivität widerspiegeln könnten. 
Basierend auf unseren Resultaten könnte vermutet werden, dass eine möglicherweise 
gesteigerte Aktivität der Sialyltransferase in frühen Stadien der Fibrose auf die zu diesem 
Zeitpunkt äußerst aktiven Entzündungsprozesse und den daraus resultierenden zellulären 
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Stress zurückzuführen ist. Demzufolge würde ein gradueller Rückgang der Aktivität parallel 
zum Krankheitsverlauf von der Fibrose bis zur Entwicklung eines HCC fortschreiten. In 
diesem Zusammenhang könnte die Ursache für den Aktivitätsverlust der Sialyltransferase in 
deren Trans-/ Dedifferenzierung und der sich hierausergebenden metabolischen Insuffizienz 
liegen. Die Dedifferenzierung hepatischer Epithelzellen resultiert in einer Alteration des 
genetischen Expressionsprofils, was sowohl fibrogene als auch onkogene Veränderungen 
forciert [42]. 
Murawaki et al. weist auf einen Zusammenhang zwischen anteiligen Verschiebungen der %-
CDT-Fraktionen im Serum und dem histologischen Differenzierungsgrad von HCCs hin, und 
führt Indizien für  Alterationen in der Glykosyltranferase-Aktivität bedingt durch die 
hepatozelluläre Dedifferenzierung im Rahmen einer kanzerogenen Gewebsveränderung an 
[69]. In einer weiteren Studie konnten Lakshman et al. eine Destabilisierung der 
Sialyltransferase-mRNA im Lebergewebe von Patienten mit Alkoholabusus nachweisen. Die 
reduzierte Synthese von Sialyltransferasen führte zu einer starken Beeinträchtigung der 
Sialinisierung der relevanten Transferrine bei den betroffenen Patienten [52,78,95,96]. 
Japanische Arbeitsgruppen demonstrierten darüberhinaus am Rattenmodell eine mit der 
zellulären Dedifferenzierung korrespondierende progrediente Aktivitätsminderung der 
laktosyl-ceramidischen Sialyltransferase in Hepatozyten [97,98].  
Somit könnte allgemein angenommen werden, dass es eine Korrelation zwischen vermehrtem 
Auftreten von Trisialotransferrin anstelle von Tetrasialotransferrin und dem Ausmaß der 
hepatozellulären Dedifferenzierung im Rahmen der hepatischen Fibro- und Karzinogenese 
besteht. 
Die von uns erstmalig registrierten Veränderungen des %-Trisialotransferrin-Anteils im 
Serum könnten somit eine klinische Relevanz als möglicher prädiktiver Tumormarker bei 
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Patienten mit chronisch fibrogener Lebererkrankung erhalten. So könnte eine Bestimmung 
des Verteilungsmusters der verschiedenen Transferrin-Isoformen in Abhängigkeit von deren 
Sialinisierung neben der histologischen Biopsie zur Einschätzung des Risikos einer malignen 
Entartung bei Patienten mit einer Leberfibrose von Nutzen sein, um rechtzeitig mögliche 
therapeutische Interventionen einzuleiten. 
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6. Zusammenfassung 
Die Fibrose ist die Reaktion der Leber auf eine chronische Schädigung. Popper formulierte in 
den 60er Jahren des letzten Jahrhunderts erstmals die These, dass diesem Prozess eine 
vermehrte Bindegewebssynthese zu Grunde liegt, und erkannte damit den wesentlichen 
pathophysiologischen Mechanismus der Leberfibrose [99].  
Neben den hepatischen Sternzellen (HSC) als wichtige Effektorzellen in der Fibrogenese gilt 
heute zusätzlich die epithelial-mesenchymale Transition (EMT) von Hepatozyten in 
fibroblastenähnliche Zellen als ein weiterer supportiver Mechanismus der Fibrogenese. Diese 
hepatozelluläre Trans-/ Dedifferenzierung kann die Entwicklung des hepatozellulären 
Karzinoms begünstigen, da sie in einer Alteration ihres genetischen Expressionsprofils 
resulitert, wodurch sowohl fibrogene als auch onkogene Veränderungen im Gewebe forciert 
werden. Die Transferrine sind Glykoproteine und dienen hauptsächlich dem Eisentransport. 
Synthese, Glykosylierung und Sekretion von Transferrinen finden in der Leber statt.  
Im Rahmen der vorliegenden Dissertationsarbeit wurden die relativen Anteile der 
verschiedenen Transferrin-Isoformen im Serum in Abhängigkeit von Fibrosegrad und 
fibrogener Aktivität bis hin zum hepatozellulären Karzinom gemessen, um eine mögliche 
Korrelation zwischen dem Verteilungsmuster der verschiedenen Transferrin-Isoformen und 
der hepatozellulären Trans-/ Dedifferenzierung zu evaluieren. 
Hierzu wurden die Seren von insgesamt 252 Patienten mit chronischer Hepatitis C Infektion 
und unterschiedlichem Schweregrad einer Leberfibrose auf die relativen Transferrin-
Isoformen-Anteile hin untersucht. Weiterhin wurden bei 43 Patienten mit hepatozellulärem 
Karzinom (HCC) die Verteilungsmuster der Transferrin-Isoformen bestimmt. Die Messungen 
wurden mittels Hochleistungsflüssigkeits-Chromatographie (HPLC) vom Typ Alliance 2690 
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Separations Module (Waters Corporation, Milford, MA, USA) und einem UV/ Vis-Detektor 
vom Typ Waters 2487 Dual λ Absorbance Detector (Waters Corporation, Milford, MA, USA) 
mit einer gewählten Wellenlänge von 460 nm durchgeführt. Die Ergebnisse zeigen eine 
stadienabhängige Dynamik von %-Trisialotransferrin-Konzentration, während %-Di- und %-
Pentasialotransferrin-Konzentration scheinbar unbeeinflusst bleiben. Zunächst war ein im 
Vergleich zu den gesunden Probanden reduzierter Trisialotransferrin-Anteil im Serum der 
Patienten mit frühem Fibrose-Stadium (METAVIR F1) und geringer fibrogener Aktivität 
(METAVIR A1) zu verzeichnen. Eine Auswertung des Trisialotransferrin-Anteils beim 
fortgeschrittenen Staging und Grading zeigte jedoch einen kontinuierlichen Anstieg der %-
Trisialotransferrin-Konzentrationen, wobei die höchsten Werte im Serum der Patienten mit 
hepatozellulärem Karzinom detektiert wurden. Diese lagen oberhalb des in gesunden 
Kontrollen gemessenen Bereichs. 
Somit könnte ein Anstieg der %-Trisialotransferrin-Konzentration als ein möglicher 
prädiktiver Biomarker zur Früherkennung eines HCC bei chronisch fibrogenen 
Lebererkrankungen in Erwägung gezogen werden. 
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7. Anhang 
7.1. Abkürzungen 
A. Arterie 
AIH Autoimmune Hepatitis 
ALD Alkoholische Lebererkrankung 
ALS Alanin-Aminotransferase 
AST Aspartat-Aminotransferase 
BEC Gallengangsepithelzelle 
BMP bone morphogenetic protein 
CAGE Cut down, Annoyed, Guilt, Eye opener 
CZE Kapillarzonenelektrophorese 
EZM Extrazelluläre Matrix 
EGF Epidermal growth factor 
EMT Epithelial-Mesenchymale Transition 
ET-1 Endothelin-1 
FSP 1 Fibroblast-specific-protein 1 
FGF-II Fibroblast growth factor II 
GOP Glutamat-Oxalacetat-Transaminase 
GPT Glutamat-Pyruvat-Transaminase 
HBV Hepatitis-B-Virus 
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HCC Hepatozelluläres Karzinom 
HCV Hepatitis-C-Virus 
HDV Hepatitis-D-Virus 
HDL High density lipoproteine 
HEV Hepatitis-E-Virus 
HPC Hepatische Sternzelle 
HPLC High performance liquid chromatography 
IGF-I Insulin-like growth factor I 
IGF-II Insulin-like growth factor II 
IFCC International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine 
LDL Low density lipoproteine 
Lig. Ligamentum 
MET Mesenchymal-epitheliale Transition 
MFB Myofibroblasten 
PBC Primär billäre Zirrhose 
PC Parenchymzelle (Hepatozyt) 
PDGF Platlet-derived growth factor 
pI Isoelektrischer Punkt 
PS Polysaccharid 
PSC Primär sklerosierende Zirrhose 
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ROS Reactive oxygen species 
TGF-beta Transforming growth factor beta 
TIMPs Tissue-inhibitors of matrix metalloproteases 
TNM Tumor, Nodes, Metastases 
Tf Transferrin 
V. Vene 
VEGF Vascular endothelial growth factor 
VLDL Very low density lipoproteine 
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